Caractérisation biochimique du récepteur de type 2 de l'angiotensine II par la méthode du marquage par photoaffinité by Servant, Guy
UNIVERSITE DE SHERBROOKE
CARACTERISATION BIOCHIMIQUE DU RÉCEPTEUR DE TYPE 2 DE
L'ANGIOTENSINE H PAR LA MÉTHODE DU MARQUAGE PAR
PHOTOAFFINITÉ
par
Guy Servant
Département de Pharmacologie
Thèse présentée à la Faculté de médecine
en vue de l'obtention du grade
Philosophiae Doctor (Ph.D.)
Août 1996
1*1
National Library
of Canada
Acquisitions and
Bibliographie Services
395 Wellington Street
Ottawa ON K1A0N4
Canada
Bibliothèque nationale
du Canada
Acquisitions et
services bibliographiques
395, rue Wellington
Ottawa ON K1A0N4
Canada
Your file Votre référence
Ourfile Notre référence
The author has granted a non-
exclusive licence allowing the
National Library of Canada to
reproduce, loan, distribute or sell
copies of this thesis in microform,
paper or electronic formats.
The author retains ownership of the
copyright in this thesis. Neither the
thesis nor substantial extracts firom it
may be printed or otherwise
reproduced without the author's
permission.
L'auteur a accordé une hcence non
exclusive permettant à la
Bibhothèque nationale du Canada de
reproduire, prêter, distribuer ou
vendre des copies de cette thèse sous
la forme de microfiche/film, de
reproduction sur papier ou sur format
électronique.
L'auteur conserve la propriété du
droit d'auteur qui protège cette thèse.
Ni la thèse ni des extraits substantiels
de celle-ci ne doivent être imprimés
ou autrement reproduits sans son
autorisation.
0-612-21863-5
CanadS
À mon épouse Marylène
À mes parents Sylvaine et Arthur
À mes frères Marc, Paul et leurs épouses
pour leur appui, leur compréhension
et surtout leur amour....
RESUME
Caractérisation biochimique du récepteur de type 2 de l'angjiotensine II par
la méthode du marquage par photoaffinité
par
Guy Servant
Département de l^armacolo^e
Thèse inésentée à la Faculté de médecine
en vue de l'obtentiOT du grade
Philosophiae Doctor (PhJD.)
Afin d'isoler le récepteur AT2 et d'identifier ainsi quelques unes de ses propriétés
biochimiques, nous avons utilisé r£q)pioche du marquage par photoaffinité. Pour ce faire,
nous avons développpé im analogue photosensible de l'angiotensine n (Angll) le [Sar^,
Val^, p-benzoylPhe®]Angn (AnglI-Bpa*). Cet analogue reconnaît le récepteur AT2 avec
une forte affinité (IC50 de 0.3 nM). A l'aide de l'analogue radioiodé (i^Si-AnglI-Bpa^),
nous avons photomarqué avec un rendement élevé (70%) et spécifiquement le récepteur
AT2 du myomètre humain. L'analyse des complexes covalents par électrophorèse sur gel
de polyacrylamide (SDS-PAGE) a révélé une bande radioactive correspondant à une
protéine de masse moléculaire apparente (M,) de 68 kDa. Par la même approche nous
avons marqué le récepteur AT2 des lignées cellulaires PC-12 et Swiss 3T3. L'analyse de
ces complexes covalents par SDS-PAGE a révélé des M, de 140 kDa et 90 kDa chez les
cellules PC-12 et Swiss 3T3 respectivement. La déglycosylation du récepteur AT2 du
myomètre humain et des cellules PC-12 et Swiss 3T3 a sigiifficativement diminué les Mr
jusqu'à une valeur de 31 kDa. De plus, des études de cinétiques de déglycosylation ont
démontré une baisse graduelle de la M, en trois étapes, suggérant ainsi la présence d'au
moins trois chaînes d'oligosaccharides sur le récepteur AT2. En traitant les cellules PC-12
avec un bloqueur métabolique de la N-glycosylation, la tunicamycine, nous avons
remarqué, suite au marquage des cellules, que ces dernières expriment à leur surface trois
populations de récepteurs avec des M, de 63 kDa, 47 kDa et 31 kDa. Par des expériences
de chromatographie d'affinité sur lectine, nous avons observé que les populations à 63 kDa
et 47 kDa correspondent à des formes partiellement glycosyl^s et que la population à 31
kDa correspond à la forme déglycosylée du récepteur AT2. Des études de liaison effectuées
sur les cellules PC-12 exprimant l'une ou l'autre de ces populations partiellement
glycosylées ont révélé une baisse d'affinité d'un facteiu: deux pour l'AnglL Nous avons
développé im autre analogue photosensible de l'Angll en modifiant la position 1 de la
molécule par tm résidu Bpa. Nous avons utilisé le i^si-AngU-Epa^ et le i^I-AnglI-Bpa®
afin de définir les domaines de liaison du récepteur AT2. Suite à différentes digestions
enzymatiques et chimiques des complexes covalents, nous avons déterminé la tàuUe des
fragments obtenus et avons retracé leurs positions dans le récepteur. Les résultats
démontrent que les positions 1 et 8 des analogues photoactivables interagissent
respectivement avec le segment amino-terminal (résidus 2 à 30) et le troisième domaine
transmembranaire (résidus 129 à 138) du récepteur AT2. Ces résultats montrent que le
récepteur AT2 est une glycoprotéine possédant au moins trois chaînes d'oligosaccharides de
types complexes. La variabilité de la du récepteur AT2, observée dans différents tissus,
est due essentiellement à des degrés différents de N-glycosylation. La N-glycosylation du
récepteur AT2 a peu d'influence sur ses propriétés de liaison et n'est pas essentielle à son
transport vers la membrane plasmique. Il est aussi proposé que le domaine de liaison du
récepteur AT2 est composé de résidus situés à la fois dans le segment amino-terminal
extracellulaire et le troisième domaine transmembranaire.
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INTRODUCTION
1. Le système rénine-angiotensine
L'hormone angiotensine n (Angll) a été identifiée il y a plus de 50 ans par
BRAUN-MENENDEZ et al. (1940) et PAGE & HELMER (1940). L'attrait particuUer
pour ce puissant peptide vasoactif a permis, depuis cette période, l'identification du
système rénine-angiotensine, l'identification des nombreux rôles physiologiques de
l'hormone et plus récemment l'élucidation des séquences primaires de ses récepteurs et des
mécanismes transductionnels reliés à leur activation. Aujourd'hui, de nombreux agents
thérapeutiques sont utilisés en clinique pour intervenir directement dans le fonctionnement
du système rénine-angiotensine et contrôler ainsi la pression sanguine. Le système rénine-
angiotensine est un système hormonal et enzymatique conqrlexe contrôlant l'homéostasie
sodique et hydrique, le volume sanguin et la pression sanguine (VALLOTTON, 1987).
L'Angn, un octapeptide, est le médiateur humoral actif de ce système. Les effets
principaux de l'AnglI sont de stimuler la synthèse et la sécrétion d'aldostérone par le cortex
surrénalien et d'augmenter la pression sangitine via une contraction des muscles lisses
artériolaires. L'AnglI a plusieurs autres effets tels que la stimulation du système nerveux
sympathique via la relâche d'épinéphrine par la méduUosurrénale, une induction de la
glycogénolyse au niveau du foie, tme diminution de la filtration glomérulaire via la
contraction des cellules mésangiales et la vasoconstriction des artérioles afférentes et
efférentes, la réabsorption rénale de sodium et quelques effets centraux incluant l'induction
de la sécrétion d'ACTH et de prolactine au niveau de l'hypophyse antérieure et une
induction de la production de vasopressine au niveau des noyaux supraoptiques et
paraventriculaires. Au niveau central, l'AnglI induit aussi la soif et augmente l'appétit pour
le sel (PEACH et al., 1981; VALLOTTON, 1987;). De plus, il a été récemment démontré
que l'AngU stimule la croissance de plusieurs types cellulaires dont les myocytes
cardiaques, les cellules musculaires lisses vasculaires, les cellules adrénocorticales, les
fibroblastes, les cellules mésangiales et les cellules endothéliales de la microvasculature
coronarienne (CHASSAGNE et al., 1996; SCHELLING et al., 1991; PRATT et DZAU,
1993).
La synthèse de l'AngU est un phénomène bien caractérisé. La cascade d'événements
menant à cette synthèse est dépendant de plusieurs précurseurs et enzymes.
L'angiotensinogène, une glycoprotéine de 61.4 à 65.4 kDa (TEWKSBURY, 1983), est la
première composante de la cascade. La majeur partie de la synthèse de l'angiotensinogène
se fait dans le foie (NASJLEm et al., 1971; RICHOUX et al., 1983). De plus certaines
études rapportent la synthèse de l'angiotensinogène dans le système nerveux central
(cerveau de rat) (MURAKAMI et al., 1984), dans l'oeil humain (SRAMEK et al., 1992),
dans le rein et la surrénale (UNGER et al., 1991), suggérant ainsi la présence de systèmes
rénine-angiotensine autocrins ou paracrins. L'angiotensinogène, libérée dans la circulation
générale, subit l'action d'une protéase spécifique, la rénine, qui est synthétisée et sécrétée
par les cellules juxtaglomérulaires des reins (HOBART et al., 1984). L'angiotensinogène
est clivée à sa parde amii^terminale pour donner l'angiotensine I (Angl), un décapeptide
pratiquement inactif. L'Angl est par la suite clivée à sa partie carboxyl-terminale par
l'enzyme de conversion de l'angiotensine (ACE), principalement au niveau de
l'endothélium vasculaire pulmonaire, pour produire l'Angll, l'octapeptide actif. Une autre
enzyme moins spécifique, la chymase cardiaque, peut aussi cliver l'angiotensinogène ou
l'Angl pour produire l'AnglI (KfiJSAIN, 1993). L'AngU est par la suite métabolisée en
Angin et en AnglV par des aminopeptidases. L'AnglU est aussi active ou plus active que
l'AngU dans certains systèmes. Jusqu'à maintenant, aucune action physiologique n'a été
attribuée à l'AnglV. Cependant, la présence de sites de liaison spécifiques pour ce peptide
dans certains tissus et certaines lignée cellulaires ainsi que l'observation de quelques effets
in vivo et in vitro suggèrent que ce peptide a probablement plusieurs fonctions. U a été
démontré que l'AnglV induit la vasodilatation de la microvasculature au ttiveau du cortex
cérébral de lapin et du cortex rénal du rat et l'inhibition de la synthèse de protéines au
niveau des myocytes cardiaques (BAKER et ai, 1990; HABERL et al., 1991; HARDING
et ai, 1992; SWANSON ef a/., 1992; BERNIER cf a/., 1994; BERNIER er a/., 1995).
2. Les récepteurs de l'angiotensine n
Les différents effets de l'AnglI sont médiés via ractivation de récepteurs
spécifiques à la surface des cellules cibles. Le développement récent d'analogues non-
peptidiques tels le DuP 753 (un dérivé biphényle tétrazole) et le PD 123319 (un dérivé
tétrahydroimidazo pyiidine) a permis l'identification d'au moins deux types de récepteurs
de l'Angn. Des émdes ont en effet démontré que le DuP 753 (Losartan, Cozaar™) inhibe
complètement la liaison de l'AnglI dans l'aorte de rat (HERBLIN et ai, 1991). Par contre,
le DuP 753 est incapable d'inhiber la liaison de l'AnglI dans la médullosurrénale de rat et
l'utérus humain (CHIU et al., 1989; WHITEBREAD et al., 1989). Enfin le DuP 753
n'inhibe que partiellement (à 80%) la liaison de l'AnglI dans le cortex surrénalien de rat
(CmU et al., 1989). D'autres études ont cependant démontré que les composés PD
123319 et PD 123177 inhibent la liaison de l'AnglI résistante au DuP 753 dans le cortex et
la médullosurrénale de rat (CHIU et al., 1989) ainsi que dans l'utérus humain
(WHITEBREAD et al., 1989). Suite à ces observations, une nomenclature a été adoptée
pour les récepteurs de l'AnglI (DE GASPARO et al., 1994). Le récepteur de type 1 (ATi)
est reconnu préférentiellement par le DuP 753 et ses dérivés tandis que le récepteur de type
2 (AT2) est reconnu préféreritiellement par le PD 123319 et ses dérivés. Ces observations
pharmacologiques et biochimiques, suggérant l'existence de deux types de récepteurs de
l'AngH, ont été récemment confirmées par l'isolation des ADN complémentaires codants
respectivement pour les récepteurs AT i et AT2. (voir les parties 2.1 et 2.2).
2.1 Le récepteur ATi
2.1.1. Structure
Le récepteur ATi a été cloné à partir de plusieurs tissus dont le muscle lisse
vasculaire de rat et le cortex suirénalien bovin. Ce récepteur fait parde de la superfamille
des récepteurs couplés aux protéines G ayant la topologie à sept domaines
transmembranaires (7DTM) (MURPHY et al., 1991; SASAKI et al., 1991). Suite au
clonage du récepteur bovin et de rat, une seconde isoforme, désignée ATib, a été isolée
chez le rat et la souris (YE & HEALY, 1992; SASAMURA et al., 1992). Les deux
isoformes du récepteur ATi sont très semblables, partageant 95% d'homologie au niveau
de la séquence protéique. Contrairement aux rongeurs, le génome humain contient un seul
gène codant pour le récepteur ATi localisé siff le chromosome 3q21-3q25 (CURNOW et
al., 1992). Le récepteur ATi est constitué de 359 acides aminés avec une masse
moléculaire évaluée à 41 kDa. Cependant, la masse moléculaire apparente (Mr) de ce
récepteur varie grandement en fonction des tissus et espèces où il est exprimé
(GLULLEMETTE étal, 1983; GUILLEMETTE et al., 1986; CARSON et al., 1987). Ce
phénomène est attribuable à différents degrés de glycosylation du récepteur (CARSON et
al, 1987).
2.1.2. Mécanismes de transduction et fonctions
Les mécanismes de transduction activés par le réceptem: ATi ont été largement
étudiés, n est maintenant évident que ce récepteur est couplé à au moins deux types de
protéines G, soit une protéine de type Gq et une protéine de type Gi, qui relaient le signal à
différents effecteurs (GATT et al., 1993). Le couplage du récepteur ATi à la protéine de
type Gq stimule, via la sous-unité alpha de cette dernière, la phospholipase C (isoforme B)
qui clive le phosphatidylinositol bisphosphate membranaire pour générer le diacylglycérol
(DAG) et l'inositol 1, 4, 5-triphosphate (IP3), deux seconds messagers (BERRIDGE,
1987). Le DAG active la protéine kinase C (PKC) (NISHIZUKA, 1988) tandis que l'IPS
stimule son récepteur sur le réticulum endoplasmique et provoque la libération de calcium
intracellulaire (BERRIDGE et IRVINE, 1984). Le calcium libéré active la calmoduline qui,
à son tour, active une protéine kinase (la protéine kinase dépendante du calcium et de la
calmoduline) (KLEE, 1988). Les actions combinées de cette kinase, de la calmoduline, de
la PKC et du calcium sont responsables d'une grande partie des effets biologiques de
l'AnglI incluant la contraction musculaire, la production d'aldostérone et la glycogénolyse
(GATT et al., 1993). Le récepteur ATi peut aussi stimuler d'autres phospholipases telles
que la phospholipase D (PLD) et la phospholipase A2 (PLA2) (GATT et al., 1993). La
phospholipase D hydrolyse le phosphatidylcholine en acide phosphatidique et choline
(LASSEGUE et al., 1993). Bien qu'un rôle prédominant de l'activation de la PLD par
l'Angn reste à démontrer dans un contexte physiologique, il est proposé que la formation
d'acide phosphatidique par la PLD sert de précurseur important au DAG dans les cellules
glomérulées du rat et du boeuf (GATT et al., 1993). Le phosphatidylinositol contient une
grande quantité d'acide arachidonique (AA) en position 2 du glycâx)l. La relâche d'AA, par
l'action directe de la PLA2 sur le phophatidylinositol ou par la DAG lipase sur le DAG
libéré des phospholipides, stimule une voie de signalisation menant à la formation des
éicosanoïdes. La stimulation de cette voie par l'AnglI stimule la production d'acide 12-
hydroxy-eicosatétraènoïque chez les cellules glomérulées et l'inhibition de cette voie
interfère avec l'effet stéroïdogénique de l'AngU (NATRARAJAN et al., 1988). Ces
évidences suggèrent une implication de la voie de la lipoxygénase dans l'effet
stéroïdogénique de l'AnglI. Gomme les autres hormones mobilisant le calcium, l'AnglI
stimule aussi l'influx de calcium à travers des canaux calciques sensibles au voltage et,
possiblement, d'autres canaux de type 'receptor-operated' (GATT et al., 1993). Dans
plusieurs tissus l'AnglI inhibe la formation d'AMP cyclique (JARD et al., 1981; CRANE
et al., 1982). L'adénylyl cyclase est couplée au récepteur ATi via une proteine Gi
(GRBENDLING et al., 1994). En inhibant l'adénylyl cyclase, l'AngU atténue des fonctions
dépendantes de l'activation de la PKA tel le transport à travers l'épithélium rénal
(DOUGLAS et al., 1990). Plusiems évidences montrent que les sous unités bêta et gamma
des protéines G peuvent moduler directement l'activité d'effecteurs tels certains canaux
potassiques et calciques, l'adénylyl cyclase, la PLCB et la MAPK (CONKLIN &
BOURNE, 1993; CLAPHAM & NEER, 1993; FAURE et al., 1994; LUTTRELL et al.,
1995; IKEDA, 1996; HERLITZE et al, 1996). Bien que l'implication directe de ces sous-
unités dans la transduction signalitique médiée par le récepteur ATi n'a pas encore été
démontrée, la grande diversité des effecteurs activés ou inhibés par ses sous-unités suggère
que l'ATi utilise également cette voie pour propager son signal d'activation à travers la
cellule.
Comme plusieurs autres peptides vasoactifs, l'AngU stimule, via le récepteur ATi,
la phosphorylation des résidus tyrosines de plusieures protéines et est un puissant agent
hypertrophique dans plusieurs types cellulaires tels les cellules musculaires lisses
vasculaires et les myocytes cardiaques. Des études récentes suggèrent fortement que ces
deux phénomènes sont intimement liés puisque l'utilisation d'inhibiteurs de tyrosine
kinases abolit coirq)lètement l'induction de la synthèse de protéines stimulée par l'AnglI
(LEDUC et al., 1995). Plusieurs équipes ont rapporté que l'AngU stimule puissamment
l'activité enzymatique des MAP (mitogen-activated protein) kinases dans les cellules
musculaires lisses vasculaires et autres cellules cibles (TSUDA et al., 1991; GIASSON et
al., 1995). L'inhibition des MAP kinases abolit la synthèse de protéines induite par l'AngU
(SERVANT et al., 1996). Les résultats d'une étude récente (SADOSHIMA et IZUMO,
1996) permettent de suggérer im modèle faisant le lien entre la phosphraylation en tyrosine
et l'activation des MAP kinases induite par l'AngU. Comme le récepteur ATi ne possède
aucune activité tyrosine kinase, il recrute et active, par des mécanismes encore inconnus,
une tyrosine kinase de la famille des Src (la Fyn kinase). Cette dernière phosphoryle
Tadapteur Shc qui recrute à son tour Grb2 et Sos pour enfin activer l'échange de nucléotide
siu- la petite protéine G p21ras. Il s'ensuit alors une cascade de phosphorylations multiples
menant à l'activation de la MAP kinase (SADOSHIMA et IZUMO, 1996). D'autres
tyrosine kinases sont aussi activées par l'AnglI telles la focal adhésion kinase pl25P^^ et
une nouvelle tyrosine kinase cytosolique dépendante du calcium (EARP et al., 1995).
Parallèlement à ces études, il a été démontré que l'AnglI peut aussi, via le récepteur ATi,
augmenter la phosphorylation de tyrosines du facteur de transcription STATl (BHAT et
al., 1994; MARRERO et al., 1995). De plus il est suggéré que cette phosphorylation se fait
via l'activation des tyrosine kinases Jak 2 ou Tyk 2 qui interagiraient directement avec le
récepteur ATi (MARRERO et al., 1995). L'ensemble de ces résultats démontre que le
récepteur ATi emprunte aussi des voies de signalisation non classiques pour des récepteurs
couplés aux protéines G et assignées initialement exclusivement aux récepteurs à activité
tyrosine kinase et aux récepteurs des cytokines.
2.2 Le récepteur AT2
2.2.1. Distributitxi et caractéiisation primaire des mécanismes de transduction
Au cours des sept dernières années, la présence du récepteur AT2 a été démontrée
dans de nombreux tissus provenant de difiérentes espèces animales. Des études de liaison
et d'autoradiographie ont permis de détecter ce récepteur dans la médullosurrénale (CHIU
et al., 1989; DE GASPARD et al., 1990), le cerveau (ŒANG et al., 1990; LEUNG et al.,
1991), les ovaires (PUCELL et al., 1991) le coeur et l'aorte de rat (VISWANATHAN et
al., 1991) ainsi que dans les tissus mésenchymateux du rat fœtal (GRADY et al., 1991). Le
récepteur AT2 est aussi présent dans l'utérus de lapin et l'utérus humain (WHTTEBREAD
et al., 1989; DUDLEY et al., 1990) et dans le cortex surrénalien bovin (BOULAY et al,
1992). Ce récepteur est également retrouvé sur certains types cellulaires incluant luie lignée
de phéochromocjrtomes de rat (PC-12), une lignée de fibroblastes de souris Swiss-3T3
(SPETH et al., 1990; DUDLEY et al., 1991) et quelques lignées neuronales de rat
(TALLANTet a/., 1991; SUMNERS et al., 1991).
Un effort considérable a été fourni au cours des dernières années pour caractâiser et
identifier les mécanismes d'action du récepteur AT2. Même aujourd'hui, un bon nombre
d'observations contradictoires laissent plusieurs questions sans réponse définitive.
Cependant, dès le début de ces études, il a rapidement été démontré que le récepteur AT2
n'utilise pas les mêmes voies de transduction signalitiques que le récepteur ATi. En effet,
chez les cellules PC-12, Swiss 3T3 et une lignée primaire de cellules granulosa ovariennes
de rat, la stimulation du récepteur AT2 ne provoque pas de mobilisatimi de calcium
intracellulaire et n'influence pas l'activité de l'adénylyl cyclase (DUDLEY et al., 1991;
PUŒLL et al., 1991; LEUNG et al., 1992; WEBB et al., 1992). Ce récepteur n'active pas
la PLA2 ou la PLD, ne semble pas induire la synthèse de protéines ou d'ADN et ne stimule
pas l'activité de tyrosine kinases intracellulaires (DUDLEY et al., 1991; LEUNG et al.,
1992; WEBB et al., 1992). D'autre part, l'insensibilité du récepteur AT2 à l'effet
d'analogues non-hydrolysables du GTP, lors d'essais de liaison avec des membranes de
cellules PC-12 et d'utéms humain, a mené à la suggestion que ce récqpteur n'est pas couplé
aux protéines G (DUDLEY et al., 1991; BOTTARI et al., 1991; WEBB et al., 1992).
Cependant, des études subséquentes effectuées avec d'autres tissus ont démontré un
couplage qui serait possiblement dépendant du type cellulaire ou de l'existence de plusieurs
sous-types de récepteurs. En effet, le récepteur AT2 de certaines régions du cerveau de rat
(la région thalamique ventrale, le noyau médian géniculé et le locus coeruleus) est sensible à
la présence d'analogues non-hydrolysables du GTP tandis que le récepteur AT2 de l'olive
inférieure est insensible à la présence de ces composés (TSUTSUMI et SAAVEDRA,
1992). Suite à l'identification du récepteur AT2, plusieurs suggestions ont été faites
relativement aux effets cellulaires découlant de Tactivation du récepteur AT2. Ainsi
SUMNERS et al. (1991) et BOTTARI et al. (1992) ont observé une baisse du niveau basai
de GMPc dans les cellules PC-12 et les neiuones de rat suite à une stimulation de récepteur
AT2. Par contre, deux études indépendantes des groupes de LEUNG et al. (1992) et
WEBB et al. (1992) n'ont pu reproduire ces résultats dans le même type cellulaire. Il a
aussi été proposé que le récepteur AT2 des cellules PC-12, d'une lignée de neuroblastomes
de souris et des cellules Swiss-3T3 active une phosphotyrosine phosphatase (PTPase)
(BOTTARI et al., 1992; NAHMIAS et al., 1995; BUISSON et al., 1995; YAMADA et al.,
1996). Cependant WEBB et al. (1992) et LEUNG et al. (1992) n'ont pu observer ce
phénomène chez les cellules PC-12. De plus, KAMBAYASHI et al. (1993) ont observé
une diminution de l'activité PTPase suite à l'activation du récepteur AT2. A la lumière de
ces observations il est évident que le récepteur AT2 emprunte des voies de signalisation non
classiques, complexes et probablement fortement influençables par les conditions
e:q)érimentales utilisées pour les étudier.
2.2.2. Structure
Le récent clonnage et lélucidation de la structure primaire du récepteur AT2, à partir
de tissus de rats fœtaux et des cellules PC-12 (KAMBAYASHI et al., 1993; MUKOYAMA
et al., 1993), a fourni de nouveaux indices sur la nature particulière de ce récepteur. Bien
que les études biochimiques précédentes n'avaient pas permis de déterminer si ce récepteur
est couplé à une protéine G, sa séquence primaire démontre qu'il possède plusieurs
caractéristiques des récepteurs de cette grande famille: la séquence de 363 acides aminés
possède sept domaines hydrophobes suggérant une topologie semblable à celle des
récepteurs à sept domaines transmembranaires (7DTM), cinq sites potentiels de N-
glycosylation (Asn-X-Ser/Thr) en amîno-terminal, la séquence Aspl'^l-Argl42.'];'yj.l43 à
la fin du DTM III présente dans la plupart des récepteurs couplés aux protéines G, une
troisième boucle intracellulaire courte ainsi qu'une longue région hydrophile en carboxyl-
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terminal contenant un site potentiel de phosphorylation par la PKC sur la Ser354^ Le
récepteur AT2 ne possède que 32% d'homologie de séquence en acides aminés avec le
récepteur ATi et est donc un nouveau membre de la superfamille des récepteurs à 7DTM.
Contrairement au récepteur ATi, aucim autre sous-type de récepteur AT2 n'a été identifié
jusqu'à maintenant. Le récepteur AT2 humain a aussi été cloné (TSUZUKI et al., 1994). Il
possède 93% d'homologie de séquence en acides aminés avec le récepteur de rat et son
gène a été localisé sur le chromosome sexuel X à la position q22-q23 (CHASSAGNE et
ai, 1995).
2.2.3. Aspects moléculaires et données biochimiques suggérant le couplage
Fait intéressant, deux autres récepteurs, le récepteur D3 de la dopamine et le
récepteur SSTRl de la somatostatine partagent quelques-unes des propriétés moléculaires et
biochimiques du récepteur AT2. La troisième boucle intracellulaire de ces trois récepteurs
contient un résidu leucine et quatre résidus chargés qui leur sont exclusifs (MUKOYAMA
et al., 1993). Des études démontrent que les récepteurs D3 et SSTRl sont insensibles aux
analogues non-hydrolysables du GTP mais qu'ils sont néanmoins couplés à des protéines
de types Gi (SOKOLOFF et al., 1990; GARCIA et al., 1994; HADCOCK et al., 1994;
SEABROOK et al., 1994). Une étude récente (ZHANG et al., 1996) montre l'interaction
directe entre le récepteur AT2 et les sous-unités alpha i2 et alpha i3 des protéines G. De
plus, d'autres études fonctionnelles suggèrent un couplage entre le récepteur AT2 et luie
protéine G sensible à la toxine de pertussis (KAMBAYASHI et al., 1993; KANG et al.,
1994; YAMADA et al., 1996). Basé siu- ces doimées, nous pouvons suggérer que les
récepteturs AT2, D3 et SSTRl font partie d'ime classe de récepteurs atypiques, couplés aux
protéines G, pour laquelle l'affinité n'est pas ou peu influencée par le GTP. Cette
insensibilité au GTP pourrait être causée par un couplage non conventionnel II est aussi
possible que seulement une très faible proportion de ces récepteturs soient effectivement
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couplés aux protéines G et que ce faible taux de couplage ne soit pas détectable lors
d'essais classiques de liaison.
2.2.4. Fonctions
Quelques observations récentes suggèrent que le récepteur AT2 pourrait avoir
plusieurs fonctions biologiques. Ainsi une augmentation du courant potassique sortant a été
observée chez les neurones de l'hypothalamus, du bulbe rachidien et de la meduUa
oblongata de rat suite à une stimulation du récepteur AT2 (KANG et al., 1992; KANG et
al., 1994). Parallèlement à ces études, il a été observé que le récepteur AT2 des cellules
NG108-15 (ime lignée dérivée d'un hybridome de neuroblastomes et de gliomes) inhibe un
canal calcique de type T (BUISSON et al., 1992; BUISSON et al., 1995). L'ensemble de
ces observations suggère que le récepteur AT2 pourrait modula" la conduction neuronale et
ainsi orchestrer certaines fonctions du système nerveux central Cette hypothèse est
supportée par des travaujt récents montrant que chez la souris transgénique déficiente en
récepteur AT2, il y a une baisse de l'activité locomotrice, une diminution de la température
corporelle ainsi qu'une altération du comportement exploratoire (HEIN et al., 1995;
ICHIKIera/., 1995).
Bien que les premiCTS travaux, effectuées chez les lignées de phéochromocytomes et
de fîbroblastes de souris, aient suggéré que le récepteiu: AT2 ne stimule pas la PLA2
(DUDLEY et al., 1991; WEBB et al., 1992), de nombreuses études effectuées dans
d'autres types cellulaires suggèrent que l'activation de ce récepteur peut induire la
production d'AA et de prostacyclines. Chez les astrocytes humians le récepteur AT2 est
couplé à la production de PGI2 par im mécanisme indépendant de la mobilisation de
calcium intracellulaire (JAISWAL et al., 1991). Chez une culture primaire de myocytes de
rat le récepteur AT2 stimule la formation d'AA et de prostacycline. Cet effet n'est pas
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couplé à la mobilisation de calcium intracellulaire puisque l'utilisation d'un bloquent de la
PLC n'abolit pas la réponse médiée par rAT2 (LOKUTA et al., 1994). Chez une lignée
cellulaire de pré-adipocytes, les Ob 1771, la stimulation du récepteur AT2 induit la
production de PGI2. Cette production de prostacycline est inhibée par l'aspirine démontrant
que l'activité de la cyclooxygénase est stimulée par l'entremise du récepteur AT2, fort
probablement via la production d'AA. De plus, cette libération de prostacycline stimule la
différenciation des cellules en adipocytes matures suggérant ainsi un rôle pour le récepteur
AT2 dans ces mécanismes (DARIMONT et al., 1994). Finalement, chez les ovaires
perfusés de lapin, l'Angll augmente la production de PGE2 via la stimulation du récepteur
AT2- Ce récepteur active aussi la productitMi d'estradiol et induit la maturation des ovules et
l'ovulation (YOSHIMURA et al., 1996). Il est coiuiu qu'un système rénine-angiotensine
tissulaire existe au niveau des ovaires et que les gonadotropines stimulent ce système
(OHKUBO et al., 1986; KIM et al., 1987; YOSHIMURA et al., 1992; YOSHIMURA et
al., 1994). H est donc suggéré que la maturation des ovules et que l'ovulation sont médiés
en partie par la relâche d'AnglL Cette hormone active le récepteur AT2 des cellules
granulosa ovariennes qui, par des mécanismes encore inconnus, stimule la relâche de
prostacyclines et de stérdïdes impliqués dans ces phénomènes.
Chez le rat fœtal, le récepteur AT2 est exprimé abondamment au niveau des tissus
mésenchymateux. Après parturition, l'expression du récepteur AT2 diminue grandement II
n'est exprimé que dans quelques régions précises du cerveau, dans le coeur, les surrénales
et les organes reproducteurs femelles (GRADY et al., 1991). Par contre, l'expression du
récepteur AT2 augmente significativement lors du processus de cicatrisation cutanée et
après désendothélialisation de la paroi vasculaire. Elle augmente aussi dans le coeur, au
cours de l'hypertrophie ventriculaire gauche induite par une sténose de l'aorte thoracique
(VISWANATHAN & SAAVEDRA, 1992; LOFEZ et al., 1994). Ces observations
suggèrent que le récepteur AT2 pourrait être impliqué dans les mécanismes de croissance
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et/ou de différenciation cellulaire. Il a été récemment démontré qu'au niveau des cellules
endothéliales des artères coronaires de rat, le récepteur AT2 médie l'inhibition de la
prolifération cellulaire stimulée par le sérum (STOLL et al., 1995). Dans le nuxièle de
resténose post-angioplastique, l'injection d'un transgène codant pour le récepteur AT2
diminue la formation néointimale (NAKAJIMA et al., 1995). 11 a aussi été récemment
proposé que le récepteur AT2 induit le processus apoptotique des cellules PC-12 et Swiss
3T3 privées de sérum (YAMADA et al., 1996). Cet effet serait médié en partie par
l'induction de l'expression de la MAPK phosphatase-1.11 a été observé également que
l'expression du récepteur AT2 augmente lors de l'airaptose des cellules granulosa
ovariennes de rat (TANAKA et al., 1995). Ces études suggèrent que le récepteur AT2 sert
de frein aux mécanismes de prolifération cellulaire et ce, en partie, via l'induction des
mécamsmes apoptotiques. Cependant, l'intégration de ces données obtenues m vitro, dans
un contexte physiologique d'homéostasie tissulaire reste encore à démontrer. En effet
l'inactivation du récepteur AT2 chez les souris transgéniques n'induit aucun
dysfonctionnement ni aucune modification tissulaire au cours du développement
embryonnaire où il y a une croissance rapide d'une multitude de types cellulaires (HEIN et
al., 1995; ICHIKI et al., 1995).
3. Les glycoprotéines
Une grande majorité des protéines synthétisées par les cellules eucaryotes sont N-
glycosylées. Ces protéines contiennent en effet des chaînes d'oligosaccharides plus ou
moins volumineuses liées de façon covalente à la chaîne latérale de l'acide aminé
asparagine. Les mécanismes biochimiques responsables de cette modification co et post-
traductionnelle sont grandement conservés à travers les cellules eucaryotes et de
nombreuses molécules intervenant directement dans ce processus jieuvent être utilisées in
vivo afin de déterminer les rôles de la N-glycosylation des protéines. La prochaine section
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de cette introduction traite du processus de N-glycosylation des protéines, des différents
modes d'interventions biochimiques utilisés afin de déterminer ses rôles et finalement des
différents concepts développés sur les rôles de la N-glycosylatitm des récepteurs.
3.1. ftocessus de N-glycosylation
Le processus de N-glycosylation commence par la synthèse d'un intermédiaire
lipidique le Glc3Man9GlcNAc2-PP-Dol (figure 1). Cet oligosaccharide est assemblé au
niveau du réticulum endoplasmique (RE) sur un lipide très volumineux, le dolichol
phosphate (P-Dol). Les monosaccharides sont d'abord transférés à ce site, un à un, sur la
face cytoplasmique du RE en commençant par deux molécules de N-acétyl-D-glucosamine
(GlcNAc) et cinq résidus D-mannose (Man), chacun d'eux étant dérivés d'un analogue
nucléotidique (KORNFELD & KORNFELD, 1985). Par la suite, l'intermédiaire
Man5GlcNAc2-PP-Dol ainsi formé transloque du côté de la lumière du RE et l'élongation
se poursuit avec l'ajout de quatre résidus Man et trois résidus D-glucose (Glc), dérivés
d'intermédiaires lipidiques Dol-P-Glc et Dol-P-Man retrouvés sur la membrane interne du
RE. L'ajout de ces monosacharides au niveau du PP-Dol se fait via l'action de plusieurs
glycosyltransférases spécifiques retrouvées à la fois du côté cytoplasmique et de la lumière
du RE. L'oligosaccharide Glc3Man9GlcNAc2-PP-Dol, correspond au corps principal de
N-glycosylation servant à la formation de tous les tjqres de N-glycan retrouvés chez les
cellules eucaryotes.
Lors de la traduction, ce corps principal de N-glycosylation est transféré, à l'aide
d'une oligosaccharyltransférase, sur le résidu asparagine d'un motif Asn-X-Ser/Thr (figure
2) (KORNFELD & KORNFELD, 1985). Le processus de glycosylation se pomsuit alors
sur la protéine pendant la traduction par l'hydrolyse du premier résidu Glc avec une
alphal,2 glucosidase I et l'hydrolyse subséquente des deux autres résidus Glc par la
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Figure 1. Corps d'oUgosaccharide lié sur le doUchoI
La synthèse de ce précurseur se fait sur la face cytoplasmique et dans la lumière du RE
figure tirée de KORNFELD & KORNFLED. 1985
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alphal,3 glucosidase H. De même, l'hydrolyse d'un résidu Man s'effectue, suite à celle des
trois résidus Glc, par une alpha-mannosidase spécifique. À cette étape, les glycoprotéines
sont alors transportées au cis-Golgi via des vésicules qui originent du RE et fusionnent
avec la membrane de ce dernier (figure 2). La vitesse avec laquelle les glycoprotéines
sortent du RE varie grandement et ce en fonction de leur nature et des tissus où elles sont
exprimées (GABEL & KORNFELD, 1984; LODISH et al., 1983) et il semble que
1 épissage des résidus Glc et Man du corps principal constitue, dans certains cas, une étape
limitante pour le transport vers l'appareil de Golgi (LODISH & KONG, 1984;
LEMANSKY et al., 1984). C'est dans l'appareil de Golgi que le processus de N-
glycosylation se complète lîour produire les différents types de N-glycans. Au niveau du
cis-Golgi, certains résidus Man du corps de glycosylation peuvent être phosphorylés par
l'action de deux enzymes: la N-acétylglucosaminylphosphotransférase et la N-
acétylglucosamine-1 -phosphodiester alpha-N-acétylglucosaminidase. Cette
phosphorylation se retrouve sur les glycoprotéines lysosomales et elle est responsable du
ciblage de ces dernières vers les lysosomes. D'autre part, le corps principal de
glycosylation peut aussi subir l'action d'une alphal,2 mannosidase du cis-Golgi produisant
ainsi les glycoprotéines riches en Man (figures 2 et 3). Selon les cas, le processus de
glycosylation peut se poursuivre pour produire soit les types complexes ou hybrides de
chaînes d oligosaccharides (figiues 2 et 3). Dans ce cas, les protéines, arrivées au niveau
du médial-Golgi et trans-Golgi par transport vésiculaire, subissent l'action de différentes
glycosyltransférases qui ajoutent successivement des molécules de GlcNAc, galactose,
fucose et acide sialique au corps de glycosylation riche en Man (figures 2 et 3).
Le nombre et la nature des chaînes d'oligosacchaiides sur une même protéine
peuvent varier significativement et les récepteurs à 7DTM iUustrent très bien cette réalité.
Que ce soit pour le récepteur B2 adrénergique, D2 dopaminergique. Ai purinergique, et
ATi de l'AngU, l'observation de populations réceptorielles de tailles moléculaires
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Figure 2. Processus de N-glycosylation chez la cellule eucaryote
figure tirée de KORNFELD & KORNFELD, 1985
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variables, en fonction des tissus ou espèces, est attribuable à la présence de différentes
chaînes d'oligosaccharide sur ces protéines (STILES et al., 1984; STILES, 1984; KLOTZ
& LOHSE, 1986; CARSON et al., 1987; ŒRVANTES-OLIVffiR et al., 1988; JARVBE et
al., 1988; CLAGETT-DAME & MCKELVY, 1989). De plus, il a été démontré que la
variabilité des degrés de N-glycosylation peut être aussi attribuable aux différents degrés
d'occupation des sites potentiels de glycosylation par les chaînes d'oligosaccharide
(GOOCHEE et al,, 1992). Ces différents degrés d'occupation ou la présence de différentes
chaînes d'oligosaccharide au sein d'une même population de glycoprotéines synthétisées
par le même type cellulaire est ^ pelé phénomène de microhétérogénéité de la glycosylation.
Ce phénomène, observé chez plusieurs glycoprotéines, dont les récepteurs, semble être en
grande partie responsable de l'apparition de glycoprotéines, de masses moléculaires
apparentes variables, chez une même cellule (STILES et al., 1984; OœCHEE et al.,
1992). Les facteurs contrôlant le degré de N-glycosylation et les types de N-glycan ajoutés,
(qu'ils soient de type riche en Man, hybride ou complexe) (figure 3) sont nombeux et
encore mal compris. Néanmoins il est aujourd'hui évident que le processus de N-
glycosylation est grandement influencé par le type cellulaire, par la conformation de la
protéine destinée au processus de glycosylation et par l'environnement cellulaire.
Des différences sigitificatives de patron de glycosylation peuvent être observés pour
une protéine à travers les espèces et à travers les types cellulaires d'une même espèce
(PAREKH et al., 1987; PAULSON, 1989). L'influence du type cellulaire sur le processus
de N-glycosylation apparaît lié surtout à la présence des différentes glycosidases et
glycosyltransférases. L'environnement cellulaire et l'état de croissance des cellules peuvent
également affecter significativement le processus de N-glycosylation (PAREKH, 1991b;
GOOCHEE et al., 1992). Ainsi, il a été démontré que chez une lignée de carcinome
humain, le récepteur B2-adrénergique présent sur les cellules préconfluentes est exprimé
sous aux moins deux glycoformes distinctes, soit une forme riche en Man et une autre
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forme de type complexe. Par contre les mêmes cellules n'expriment que la forme riche en
Man lorsqu'elles sont postconfluentes (ŒRVANTES-OLIVIER et al., 1988). Parmi les
mécanismes potentiels pouvant expliquer cette dépendance on retrouve: 1) l'influence
directe de l'environnement cellulaire sur l'état énergétique cellulaire, 2) l'altération de
1 environnement local du RE et de l'appareil de Golgi, 3) l'interférence avec le transport
vésiculaire, 4) la modulation de l'activité des différentes glycosidases et
glycosyltransférases et 5) le contrôle de la transcription des gènes codant pour ces enzymes
ainsi que la stabilité de leurs ARNm respectifs. D'autre part, les protéines exercent elles-
mêmes une influence considérable sur leur propre N-glycosylation (KORNFELD &
KORNFELD, 1985; YET et al, 1988; GOOCHEE et al., 1992). La stracture locale d'une
protéine peut masquer l'accessibilité des monosaccharydes et de leurs glycosyltransférases
à un site potentiel de glycosylation. À cet effet, CARVER & CUMMING (1987) ont
proposé que les glycosyltransférases ont possiblement des Km différents selon les sites
potentiels de N-glycosylation. De la même façon, il est légitime de penser que les
glycosidases impliquées dans le processus peuvent voir leur site d'hydrolyse manqué par
une partie de la protéine. La glycosylation à un site peut influencer la glycosylation à un
autre site soit par encombrement stérique ou par modiEcation de la structure tertiaire de la
protéine. Finalement il a également été démontré que pour les protéines multimériques,
1 interaction des différentes sous-unités dans le RE peut avoir des répercussions directes
sur le processus d élongation des chaînes d'oligosaccharides se faisant dans l'appareil de
Golgi.
3.2. Inhibiteurs du processus de N-glycosylation
Plusieurs types d'inhibiteurs intervenant directement dans le processus de N-
glycosylation peuvent être utilisés afin de déterminer les rôles potentiels de cette
modification. Ces inhibiteurs sont répertoriés en trois grandes classes incluant les
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inhibiteurs de la voie de glycosylation lipidique, les inhibiteurs d'élongation des chaînes
d'oligosaccharide et les inhibiteurs de la synthèse du dolichol. La nature, les modes
d'utilisation et les effets des différents composés de ces classes d'inhibiteurs ont été
discutés d'une façon détaillée dans deux excellentes revues (SCHWARZ & DATEMA,
1982; ELBEIN, 1984).
L'inhibiteur de choix au niveau de la voie de glycosylation lipidique est sans aucun
doute la tunicamycine. Cet antibiotique dérivé d'un mycéllium, Streptomyces
lysosuperiflcus, a été utilisé par un très grand nombre de fondamentalistes afin d'identifier
les rôles de la N-glycosylation des protéines. Sa popularité est reliée au fait qu'il permet
l'inhibition complète du mécanisme de N-glycosylation. Ce composé inhibe la GlcNAc-1-P
transférase, l'enzyme qui transfert le premier NAcGlc, à partir du UDP-GlcNAc, sur le P-
Dol pour former le GlcNAc-PP-Dol. Le GlcNAc-PP-Dol sert d'accepteur pour les autres
molécules de sucres afin de former l'intermédiaire lipidique complet Glc3Man9GlcNAc2-
PP-Dol, qui est transféré par la suite sur la protéine (figures 1 et 2). Puisque l'intermédiaire
lipidique Glc3Man9GlcNAc2-PP-Dol est le donneiu* ultime de la chaîne d'oligosaccharide
sur la protéine (figure 2), l'inhibition de sa synthèse, par la tunicamycine, abolit
complètement le processus de N-glycosylation. Cependant cette très grande efficacité à
inhiber la N-glycosylation de façon non-sélective peut altérer la croissance de certains types
cellulaires ainsi que le processus de synthèse de protéines (MAHONEY & DUKSIN, 1979;
ATIENZA-SAMOLS et al., 1980; DUKSIN & MAHONEY, 1982; DUKSIN et al., 1982;
ELBEIN, 1984). Il devient donc impératif de vérifier ces paramètres avant de tirer des
conclusions sur les effets d'une inhibition de la N-glycosylation par la tunicamycine.
D autres antibiotiques, ayant des structures analogues à celle de la tunicamycine, ont été
isolés et semblent avoir le même site d'action que la tuiticamycin. Ces composés induit la
streptovirudine, la mycospocidine, l'antibiotique 24010 et l'antibiotique MM 19290
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(MIZANO étal, 1971; ECKARDT et al., 1975; TKACZ & WONG, 1978; KENIG &
READING, 1979).
Pannis les inhibiteurs d'élongation des chaînes d'oligosaccharide les plus efficaces
et populaires il y a la swainsonine, la castanospennine et la deoxynojirimycine. La
swainsonine est un alkaloïde dérivé de la plante Swainsona canescens. Cet alkaloïde inhibe
l'alpha manosidase n du cis-Golgi (figure 2) et prévient donc l'hydrolyse des liens
alphal,3- et alphal,6-Man du précurseur. De cette façon, la voie d'élongation vers les N-
glycans de type complexe est bloquée mais en revanche les chaînes hybrides ou riches en
Man peuvent toujours être formées (figure 2). En utilisant ce composé, il est donc possible
de vérifier l'influence des chaînes de type complexe sur les fonctions et les différentes
destinées d'une protéine. La castanospermine est un autre alkaloïde végétal dérivé de
Castanospermum australe tandis que la deoxynojirimycine est un antibiotique produit par
plusieurs souches de bacilles. La castanospermine et la deoxynojirimycine inhibent
respectivement les glucdsidases I et n du RE. En présence de ces composés l'élongation
des chaînes d'oligosaccharide vers les voies complexes ou hybrides ne peut se faire et
seules les chaînes riches en Man sont formées (figure 2).
Les taux de P-Dol sont apparemment limitants au niveau des membranes et une
variation de ces taux peut avoir des conséquences directes sur le processus de N-
glycosylation. La synthèse du P-Dol procède essentiellement par les mêmes réactions
initiales de synthèse du cholestérol (figure 4). Ces réactions permettent la conversion de
l'acétate en hydroxyméthylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA) et de l'acide mévalonique en
famésyl pyrophosphate (FPP). A partir de ce point le FPP peut soit être transformé en
dérivés squalène et cholestérol ou en 2,3-déhydrodolichyl pyrophosphate (2,3
DehydroDol-PP) pour produire subséquenunent le P-Dol (figiu*e 4). La synthèse du
cholestérol et du P-Dol est contrôlée essentiellement par l'activité de l'HMG-CoA
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léductase, l'enzyme impliquée dans la conversion du HMG-CoA en mévalonate (figure 4).
Plusieurs inhibiteurs de cet enzyme, comme la compactine qui inhibent la synthèse du
cholestérol, bloquent également la formation du P-Dol et par voie de conséquence la N-
glycosylation des protéines (ELBEIN, 1984).
3.3. Rôles de la N-glycosylation
La présence de chaînes d'oligosaccharides N-liées peut avoir des effets marqués siu*
la structure (repliement, conformation) de la glycoprotéine. Ces effets ont parfois un impart
direct sur les propriétés physicochimiques, la maturaticm et l'activité de la glycoprotéine
3.3.1. Effets sur quelques paramètres physicochimiques
Généralement la N-glycosylation augmente la solubilité et diminue l'aggrégation des
glycoprotéines in vitro. Los chaînes d'oligosaccharides contribuent ainsi à augmenter, via
leurs groupements polaires, la nature hydrophilique de la glycoprotéine. Une démonstration
directe de cet effet est que l'enlèvement des chaînes d'oligosaccharides augmente
généralement le temps de rétention d'une glycoprotéine en chromatogaphie en phase
inversée (UTSUMI et al., 1987; PAREKH et al., 1989). La présence de chaînes
d'oligossacharides N-liées augmente généralement la résistance aux attaques protéolitiques.
Ainsi, plusieurs glycoprotéines tels les immunoglobulines, la ribonucléase pancréatique de
porc et la fibronectine, sont plus sensibles aux attaques protéolitiques in vitro lorsqu'elles
sont déglycosylées (WANG & HIRS, 1977; OUDEN et al., 1979; SIBLEY & WAGNER,
1981). De plus, l'absence d'oligosacchaides N-liés augmente la dégradation intracellulaire
de plusieurs glycoprotéines dont le précurseur de l'endorphine et de l'immunoglobuline A
(LOH & GAINER, 1979; TAYLDR & WALL, 1988). Il est proposé que cet effet
protecteur est dû à l'encombrement de certains sites de clivage à la surface des protéines
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(MONTREUIL, 1984; YET & WOLD, 1990). Dans certains cas, l'enlèvement partiel ou
complet des chaînes d'oligosaccharides N-liées augmente la susceptibilité de la
glycoprotéine à la dénaturation thermique. Par exemple, l'enlèvement des résidus d'acide
sialique des chaînes N-liées de l'érythropoïétine (EPO) augmente significativement la
dénaturation de cette dernière lorsque soumise à une température de 70 *C
(GOLDWASSER et al., 1974; TSUDA et al., 1990). Dans ce cas, il est possible que les
chaînes d'oligosaccharides augmentent la stabilité thermique via des interactions directes
avec certaines portions protéiques de la glycoprotéine (GOOCHEE et al., 1992).
3.3.2. Effets sur la maturation et l'activité des glycoprotéines
Parallèlement aux considérations d'ordre plus général çi-haut mentionnées,
plusieurs études ont démontré que la N-glycosylation peut être impliquée directement dans
les mécanismes de maturation, d'acquisition de conformations actives, de transport, de
ciblage et de sécrétion d'une multitude de glycoprotéines (GOOCHEE et al, 1992;
FIEDLER & SIMONS, 1995).
La plupart des récepteurs présents à la surface des cellules sont des glycoprotéines
possédant une ou plusieurs chaînes d'oligosaccharides N-liées. Les prc^riétés de liaison et
d'activation des récepteius sont intimement reliés à leurs structures et (xaiformations. Pour
certams de ces récepteurs, la N-glycosylation joue un rôle important dans l'acquisition et/ou
le maintien de leur conformation active. De très bons exemples de ces rôles de la N-
glycosylation sont ceux des récepteiu^ de l'épidermal growth factor (EGF), de l'interféron
gamma, de la fibronectine et de la transférinne où une perte signiEcative d'aftinité est
mesurée lorsque la N-glycosylation est bloquée métaboliquement (MANGELSDORF
SODERQUIST & CARPENTER, 1984; SLIEKER & LANE, 1985; SLIEKER et al.,
1986; GAMOU & SHIMIZU, 1988; AKIYAMA et al, 1989; HUNT et al, 1989; HSHER
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et al, 1990; WILLIAMS & ENNS, I99I). II est ainsi conclu que les chaînes
d'oligosaccharides N-liées contribuent à l'acquisition des conformations permissives à la
liaison (conformations dites actives). Plus précisément, l'acquisition de la conformation
active du récepteur à l'EGF, se fait entre autre, par la transformation de ces chaînes riches
en Man en chaînes de typ)e complexe (SLIEKER & LANE, 1985). Dans le cas du récepteur
de l'insuline, l'isomérisation du précurseur inactif en précurseur actif est également
dépendant de la présence des chaînes d'oligosaccharides (OLSON et al., 1988). Des
conclusions similaires ont également été tirées pour quelques membres de la famille des
récepteurs à 7DTM. Ainsi, l'élimination de deux sites potentiels de N-glycosylation (par
mutagénèse dirigée) au niveau de la longue extension amino-terminale du récepteur de la
follitropine (FSH) abolit complètement la liaison du (DAVIS et al., 1995). La
déglycosylation enzymatique de ce récepteur n'affecte pas ses propriétés de liaison et donc
il est conclu que les chaînes d'oligosaccharides ne sont pas directement impliquées dans la
liaison mais qu'elles ont un effet direct sur l'adoption de la conformation active du
récepteur. Par contre, pour un autre membre de la famille des récepteurs aux
glycoprotéines, le récepteur de l'hormone lutéinisante (LH), certaines chaînes N-liées dans
l'extension amino-terminale, en plus de participer à l'adoption de la conformation active du
récepteur, semblent également être inçliquées directement dans la liaison el/ou le maintien
de la conformation active du récepteur (MINEGISHI et al., 1989; ZHANG et al., 1991).
Les résidus terminaux d'acide sialique sur les chaînes hybrides ou complexes du récepteur
de la somatostatine contribuent significativement à la liaison de la somatostatine (RENS-
DOMIANO & REISINE, 1991). Les auteurs suggèrent que les résidus d'acide sialique de
ce récepteur participent directement à la liaison avec l'hormone. La N-glycosylation semble
aussi affecter modestement la conformation active des récepteurs S-adrénergique, du
vasoactive intestinal peptide (VIP) et D2-dopaminergique où des pertes d'affinité de
facteurs -trois ont été observées suite à la déglycosylation, l'inhibition métabolique de la N-
glycosylation ou l'élimination de sites potentiels de N-glycosylation (GRIGORIADIS et
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al., 1988; RANDS etcd., 1990; EL BATTARI et al., 1991). La N-glycosylation semble
aussi être impliquée au niveau des mécanismes moléculaires d'acdvation du récepteur B2-
adrénergique et du récepteur de l'EGF (MANGELSDORF SODERQUIST &
CARPENTER, 1984; ŒRVANTES-OLIVIER et aL, 1988; BOEGE et al.. 1988). Dans le
cas du récepteur rhodopsine, rinhibition de la N-glycosylation, soit à l'aide de la
tunicamycine ou par mutagénèse dirigée, altère la capacité du récepteur à activer la
transducine (KAUSHAL et al., 1994). Dans ces cas précis, il est également conclu que la
N-glycosylation affecte les conformations d'activation de ces récepteurs.
Les effets les plus remarquables de l'inhibition de la N-glycosylati(Mi des récepteurs
sont ceux observés au niveau de leur processus de maturation, de ciblage et de transport.
Par exemple, les récepteurs de l'EGF et de l'insuline sont incapables de maturer
complètement en absence de N-glycosylation et restent emprisonnés dans la cellule, au
niveau du RE (RONNETT & LANE, 1981; RONNETT et al., 1984; MANGELSDORF
SODERQUIST & CARPENTER, 1984; SLIEKER et al., 1986; ARAKAKI et al., 1987;
OLSON et al., 1988; COLLIER et al., 1993). D'autre part, des études plus poussées ont
démontré que le réarrangement des ponts disulfure et l'assemblage des sous-unités du
récepteur à l'insuline sont dépendants de la N-glycosylation de son précurseur (RONNETT
et al., 1984; OLSON et al., 1988). Fait intéressant, les récepteurs de l'EGF et de l'insuline
sont transportés vers la membrane plasmique lorsque l'hydrolyse des résidus Glc du corps
principal de glycosylation est bloquée soit par la castanospermine ou la 1-déoxyjirimicine
(figiu"e 2), mais leurs temps de transloquation est fortement augmenté (SLIEKER et al.,
1986; ARAKAKI et al., 1987). Toutes ces données expérimentales suggèrent que l'ajout
du corps principal de N-glycosylation est nécessaire à la matiu^tion et au transport de ces
protéines vers leur destination et que l'élongation de leurs chaînes d'oligosaccharides a des
effets plus subtils reliés, par exemple, aux cinétiques de transport. De la même façon, les
récepteurs CD4 et à la transférine restent emprisonnés dans le RE lorsque certains sites de
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N-glycosylation sont mutés tout comme le transporteur de la norépinéphrine qui, en
absence de N-glycosylation, est moins exprimé à la siuface des cellules (WILLIAMS &
ENNS, 1991; TIFFT et al., 1992; HOE & HUNT, 1992; MELIKIAN et al, 1996). Les
mécanismes de rétention des protéines non-glycosylées dans le RE ou dans d'autres
organelles sont assez mal compris. Quelques observations suggèrent néanmoins que
certaines protéines chaperonnes, résidentes du RE, poiuiaient reconnaître les protéines
immatures et interagir avec ces dernières afin de les retenir et les soumettre à la dégradation
protéolytique (WILLIAMS & ENNS, 1991; HOE & HUNT, 1992; FIEDLER &
SIMONS, 1995).
La N-glycosylation a également un effet évident sur le processus de maturation et de
transport de certains membres de la famille des récepteurs à 7DTM. Ainsi le transport du
récepteur B2-adrénergique est altéré lorsque la N-glycosylation est inhibée par la
tunicamycine ou que les sites potentiels de N-glycosylation du récepteur sont abolis par
mutagénèse (CERVANTES-OLIVIER et al., 1988; RANDS et al, 1990). L'inhibition
partielle ou totale de la N-glycosylation du récepteur du VIP affecte aussi son transport vers
la membrane plasmique (EL BATTARl et al., 1991). Le récepteur du facteur d'aggrégation
des plaquettes (PAF) est également très sensible à la présence d'oligosaccharides N-liés
puisque son expression, à la surface des cellules, est diminuée de 70% suite à la mutation
de son seul site potentiel de N-glycosylation situé sur la deuxième boucle extracellulaire
(GARCfA-RODRIGUEZ et al, 1995). Finalement, le récepteur de la
lutropine/choriogonadotropine (LH/hCG) reste emprisonné à l'intérieur de la cellule
lorsqu'un de ses sites potentiels de N-glycosylation situé sur la longue extension amino-
temtinale est aboli (LIU et al, 1993). Les mécanismes de rétention de ces protéines n'ont
pas été étudiés mais il est fort probable que ces récepteurs, incorrectement repliés dû au
manque de glycosylation, soient retenus dans le RE tout comme les récepteurs de l'insuline
et de la transférine.
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Malgré ces nombreux exemples d'effets de la N-glycosylation sur la maturation et la
fonction des récepteurs, on ne peut prédire l'impact d'une telle modifîcation sur une
glycoprotéine en particulier. En cela, les fonctions et/ou processus de maturation de
nombreux récepteurs incluant les récepteurs Ai et A2 de l'adénosine, D2 de la dopamine,
m2 de l'acétylcholine, ATi de l'AnglI et V2 de la vasopressine ne semblent pas être
affectés par des traitements inhibants leur N-glycosylation (KLOTZ & LOHSE, 1986;
CLAGETT-DAME & MCKELVY, 1989; VAN KOPPEN & NATHANSON, 1990;
YAMANO et al., 1992; PIERSEN étal., 1994; INNAMORATI et al., 1996). H devient
donc important de vérifier l'impact de cette modification pour chaque nouvelle
glycoprotéine étudiée.
4. Les domaines de liaison des récepteurs à 7DTM
Avec l'identification, au cours des dernières années, d'une multitude de séquences
primaires de récepteurs à 7 DTM, plusieurs fondamentalistes se sont penchés sur
l'identiffcation de domaines et même d'acides aminés directement impliqués dans
l'interaction avec les ligands. Ces nombreuses recherches ont permis de définir assez
précisément les modes d'interaction de certains ligands avec leurs récepteurs et, dans
certains cas, elles ont permis l'élaboration de stratégies pour le développement d'agents
plus sélectifs et plus puissants pour bloquer la stimulation réceptorielle (CASCIERI et al.,
1995).
n est aujourd'hui accepté que les récepteurs à 7DTM adoptent fort probablement in
vivo une structure similaire à celles proposées pour la bactériorhodopsine et le récepteur B2-
adrénergique (DONNELLY et al., 1989; HENDERSON et al., 1990; BALDWIN, 1993).
Ces modèles structuraux proposent que les sept régions hydrophobes, qui sont en fait des
hélices alpha, résident dans la bicouche lipidique de la membrane plasmique et qu'elles sont
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reliées entre elles par trois boucles extracellulaires et trois boucles intracellulaires (figiue
5a). Ces modèles suggèrent également que les parties amino- et carboxyl-terminales de ces
récepteurs se prolongent respectivement à l'extérieur et à l'intérieur de la cellule (figure 5a).
n est aussi suggéré que ces hélices alpha se positioiment d'une façon circulaire dans la
membrane plasmique, et ce, dans le sens contraire aux aiguilles d'une montre à partir de
l'hélice rattachée à l'extension amino-terminale extracellulaiie (figure 5b).
4.1. Les domaines de liaison des agonistes
Différents mécanismes sont utilisés par les récepteurs à 7DTM pour reconnaître leur
ligands. Ces mécanismes sont résumés shématiquement à la figure 6. À partir des
structiues de leius ligands respectifs, on peut définir au moins six classes de récepteurs à
7DTM. La rhodopsin (figure 6a), sûrement un des récepteurs à 7DTM les mieux
caractérisés, est particulier puisque son ligand naturel, le chromophore rétinal, y est attaché
de façon covalente par une base de Schiff, au niveau du septième domaine
transmembranaire. sur la lysine 296. D'autres études ont de plus montré que ce
chromophore se retrouve à mi-chemin, entre les domaines transmembranaires, à environ 22
A dans la bicouche lipidique (THOMAS & STRYER, 1982; KHORANA, 1992).
Les récepteurs des bioamines tels les cathécolamines, la sérotonine, l'histamine et
l'acétylcholine utilisent im mécanisme similaire pour reconnaître leurs ligands. Les
domaines de liaison de ces petites molécules (—200 Da) sont situés exclusivement entre les
domaines transmembranaires, dans le premier tiers extérieur de la bicouche lipidique
(STRADER et al., 1994) (figure 6a). Les résidus de ces récepteurs, impliqués directement
dans la liaison, ont été situés dans le deuxième, troisième, quatrième, cinquième et sixième
domaines transmembranaires (STRADER et ai, 1994). Pour le récepteur B-adrénergique,
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Rgure 5. Structures des récq)teurs à sept domaines transmembranaires
En A, représentation en deux dimensions du récepteur delta des opiacés. Sont illustrés
également les sites potentiels de N-glycosylation de l'extension amino-terminale ainsi que
les sites potentiels de palmitoylation sur deux résidus cystéine de l'extension carboxyl-
terminale (BOUVIER et al., 1995). En B, représentation en trois dimensions du récepteur
ATi de l'AnglI. Les ponts disulfures entre l'extension amino-terminale et la troisième
boucle extracellulaire ainsi qu'entre la première et seconde boucle extracellulaire sont
repésentées par les barres hachurées.
figures tirées de HJORTH et al.. 1994 et VAUQUETTE et al., 1996
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l'aspartate 113, situé dans le troisième domaine transmembranaire, sert de contre-ion à la
fonction positive aminé de l'adrénaline et fournit ainsi la majeur partie de l'énergie de
liaison (STRADER et al., 1987). Les groupements hydroxyls de l'anneau cathécol sont
stabilisés via des interactions hydrogènes avec des résidus sérines situés dans le cinquième
domaine transmembranaire et un résidu phénylalanine du sixième domaine
transmembranaire stabilise le groupement phényl de l'anneau cathécol (OSTROWSKI et
al., 1992; STRADER et al., 1994). Contrairement aux bioamines, les agonistes
purinergiques, qui sont également des ligands de petites tailles, interagissent à la fois avec
les domaines transmembranaires et extracellulaiies de leurs récepteurs. Ainsi, des résidus
importants à la liaison ont été localisés au niveau de la deuxième boucle extracellulaire et au
niveau du troisième, cinquième et septième domaines transmembranaires. Il est proposé
que les résidus hydrophiles thréonine et sérine, des troisième et septième domaines
transmembranaires, servent de sites d'interaction avec la partie ribose des agonistes
purinergiques (KIM et al., 1995; KIM et al., 1996; JIANG et al., 1996). Ces résultats
montrent clairement que la taille d'un ligand ne peut à elle seule expliquer son mode
d'interaction avec son récepteur.
Des ligands beaucoup plus volumineux que les bioamines tels la FSH, la LH et la
thyrotropine (TSH) interagissent également avec les récepteurs à 7DTM. De par leur taille
inçortante (>10 kDa) on peut croire que les sites d'interactions de ces molécules avec leurs
récepteurs diffèrent de ceux déterminés pour les bioamines. Comme illustré en figiue 6c, la
majeure partie de l'énergie de liaison de ces molécules sont localisé dans la longue
extension amino-terminale (qui peut avoir jusqu'à environ 340 acides aminés) de leurs
récepteurs respectifs (BOCKAERT, 1991; MOYLE et al., 1991; NAGAYAMA et al.,
1991; COUGHLIN, 1994). Cependant le récepteur de la LH, auquel l'extension amino-
terminale a été tronquée, reconnaît toujours son ligand mais avec une très faible affinité. De
plus, ce récepteur mutant conserve sa capacité d'activation par la hCG seulement à des
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concentrations élevées (JI & JI, 1991). Par ces résultats, un modèle d'interaction a été
proposé suggérant que la longue extension amino-terminale stabilise le ligand et l'orriente
vers une poche d'activation composée de résidus situés proche de la membrane plasmique
(JI & JI, 1991; COUGHLIN, 1994). Une mutadon naturelle située au niveau du septième
dtMnaine transmembranaire du récepteur de la LH provoque une perte d'affinité pour la LH
et est responsable d'une forme d'hypogonadisme (LATRONICO et al., 1996). Cette
observation appuie fortement l'hypothèse que des résidus transmembranaires des
récepteurs aux hormones glycoprotéiques participent également à l'interaction avec les
ligands.
Comme en témoigne la figure 6b, les premières études ont démontré que des ligands
de tailles intermédiaires tels l'AnglI, la vasopressine, la substance-P, le neuropeptide-Y et
le chemoattractant fMet-Leu-Phe interagissent avec les domaines extracellulaires de leurs
récepteurs respectifs (FONG et al., 1992; KOJRO et al., 1993; WALKER et al., 1994;
HJORTH et al., 1994; COUGHLIN, 1994). Suite à ces travaux, il est cependant devenu
évident, comme dans le cas des récepteurs aux hormones glycoprotéiques, que les
récepteurs de ces ligands utilisent également des détCTminants protéiques intramembranaires
lors de l'interaction. Dans le cas du récepteur ATi de l'AnglI, les nombreuses données
expérimentales obtenues suite aux études de mutagénèses dirigées suggèrent que les parties
amino- et carboxyl-terminales de la molécule se retrouvent respectivement entre les boucles
extracellulaires et les hélices alpha du récepteur lors de l'interaction (HUNYADY et al.,
1996). Selon ce modèle d'interaction deux acides aminés chargés de la deuxième et
troisième boucles extracellulaires, l'histidine 183 et l'aspartate 281, servent respectivement
de contre-ions aux résidus amino-terminaux aspartatel et arginine 2 de la molécule d'AnglI
(FENG et al., 1995). En revanche, il est proposé que le résidu histidine 6 de la molécule
d'Angn est stabilisé par une int^action ionique et hydrophobe avec des résidus aspartate et
phénylalanine situés dans le sixième domaine transmembranaire (YAMANO et al., 1995).
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La partie carboxyl du résidu phénylalanine 8 de la molécule semble être stabilisé par un
pont ionique avec le groupement latéral aminé du résidu lysine 199 situé dans le cinquième
domaine transmembranaiie tandis que la partie phényl de cet acide aminé semble participer
dans une interaction hydrophobe avec un résidu tryptophane du sixième domaine
transmembranaire (NODA et al., 1995; YAMANOcfa/., 1995; HUNYADY et al., 1996).
Toutes ces données suggèrent que la molécule d'AngU, entre au moins jusqu'au tiers de la
bicouche lipidique entre les domaines transmembranaires lors de l'interaction avec le
récepteur ATi (YAMANO et al, 1995). Le domaine de liaison des agonistes du récepteur
NK-1 des neurokinines a aussi été grandement investigué. Les premières études de
mutagénèse dirigées ont suggéré que d'importants déterminants stmcturaux pour la liaison
se situaient dans les régions extracellulaires de ce récepteur, notamment au niveau de
l'extension amino-terminale, de la première et de la seconde boucles extracellulaires
(FONG et al., 1992a; FONG et al., 1992b; HUANG et al., 1994a). Les études
subséquentes de cartographies, à l'aide d'agonistes photoactivables, ont reconfirmé ces
résultats tout en délimitant des points de contact entre la partie amino-terminale de la
substance-P (SP) et les résidus 1-21 de l'extension amino-terminale du récepteur NK-1 et
entre le résidu phénylalanine 8 de la molécule et les résidus 178-183 de la deuxième boucle
extracellulaire du récepteur (LI et al., 1995; BOYD et al., 1996). Ce point de contact a
ensuite été identifié comme étant la méthionine 181 de la deuxième boucle extracellulaire
(KAGE et al., 1996). D'autres études suggèrent également que la SP intragit avec les
régions transmembranaires du récepteur NK-1 au niveau des hélices deux et sept (HUANG
et al., 1994b). Les auteurs proposent ainsi que la partie carboxyl-terminale de la molécule
(le (Mizième résidu) interagit avec le résidu asparagine 85 située dans le deuxième domaine
transmembranaire du récepteur NK-1 dans le premier tiers de la bicouche lipidique
(HUANG et al., 1994b). À partir de ces données, un modèle d'interaction est proposé où,
lors de la liaison avec le récepteur NK-1, les ~ deux-tiers de la SP, du côté amino-terminal,
sont stabilisés via une intéraction avec les domaines extracellulaires tandis de la partie
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carboxyl-terminale pénètre entre les hélices deux et sept dans la membrane plasmique
(HUANG et al., 1994b; LI et al., 1995). Ce schéma d'interaction, impliquant à la fois des
domaines extiacellulaires et transmembranaires, se retrouve chez plusieurs autres types de
récepteurs à 7DTM pour les ligands de tailles intermédiaires incluant le récepteur Via de la
vasopressine (CHINI et al., 1995; HOWL & WHEATLEY, 1996), les récepteurs de la
somatostatine (KAUPMANN et al., 1995; LIAPAKIS et al., 1996), les récepteurs des
opiacés ( METZGER & FERGUSON, 1995; BEFORT et al., 1996) et le récepteur du
chémoattractant fMet-Leu-Phe (QUEHENBERGER et al., 1993).
Le récepteur du glutamate (TANADE et al., 1992) et le récepteur sensible au
calcium (BROWN et al., 1993; CONKLIN & BOURNE, 1994) (figure 6d) utilisent, pour
détecter ces petites molécules, un mécanisme qui est totalement différent de celui empranté
par les récepteurs des bioamines. Le domaine de liaison de ces récepteur est situé dans leur
long segment amino-terminal et leurs boucles extracellulaires (COUGHLIN, 1994;
STERN-BACH et al., 1994). Ces régions contiennent des séquences similaires à celles
retrouvées chez des protéines de la paroi bactérienne, les periplasmic binding proteins
(PBP), qui servent à transporter les acides aminés et autres petites molécules à l'intérieur de
la bactérie (O'HARA et al., 1993; OH et al., 1993). Lors de la liaison, ces PBP subissent
d'énormes changements conformationnels et intéragissent alors avec d'autres complexes
protéiques qui transportent les ligands à travers la membrane bactérienne. Par analogie avec
ces observations, il est suggéré que suite à la liaison, les segments extracellulaires de ces
récq)teurs changent de conformation, intéragissent avec d'autres régions, probablement
proches des domaines transmembranaires, et activent ainsi le récepteur (COUGHLIN,
1994). Les récepteurs de la thrombine et 'proteinase-activated receptor 2" ou PAR2 sont
deux types de récepteurs de la grande famille des récepteurs à 7 DTM (figure 6e). Le
clivage de leur extension amino-terminale extracellulaire libère une nouvelle région qui
devient elle-même un ligand en interagissant avec d'autres parties du récepteur
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(CXDUGHLIN, 1994). Les domaines d'interaction de ces Tigands-fixés' sont encore peu
définis. Néanmoins il semble que leur reconnaissance soit en partie médiée par le reste de
l'extension aimno-tenmnale ainsi que les boucles extracellulaires de leurs récepteurs
(GERSZTEN et al., 1994; LERNER et al., 1996).
4.2. Les domaines de liaiscxi des antagonistes
Les domaines de liaison des antagonistes sont moins bien définis que ceux des
agonistes et ce pour plusieurs classes de récepteurs à 7 DTM. Il est donc pour le moment,
moins important de répertorier les connaissances à ce sujet en fonction des classes de
récepteurs comme nous l'avons fait dans le cas des agonistes (section 4.1). Nous nous
efforcerons plutôt dans cette section de relater les cas les mieux caractérisés jusqu'à
maintenant
D'une façon générale, les antagonistes adrénergiques sont chimiquement reliés aux
agonistes naturels et exhibent un mécanisme d'action comjjétitif en recouvrant partiellement
les sites d'interaction des agonistes (KOBILKA, 1992). Pour le récepteur B-adrénegique,
les nombreuses études effectuées lors de l'élaboration des fameux B-bloquants,
couramment utilisés aujourd'hui dans la médecine cardiovasculaire, ont montré que
l'activité antagoniste coirélait très bien avec une augmentation de la portion aromatique des
composés et l'éloignement du groupement aminé du noyau aromatique (STRADER et al.,
1994). La notion de recouvrement partiel entre les sites d'interaction des agonistes et
antagonistes adrénergiques est bien établie dans le cas des B-bloquants. En effet, il a été
démontré que leur fonction aminé interagit avec le résidu aspartate 113 du troisième
domaine transmembranaire, tout comme la fonction aminé des agonistes (KOBILKA,
1992; STRADER et al., 1994). Il est toutefois clair que même si ces molécules partagent
quelques domaines d'interaction avec leur récepteurs, certains déterminants structuraux des
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récepteurs, nécessaires à la liaison, peuvent être distincts pour ces classes de molécules
(STRADER et al., 1987; STRADER et al., 1989; WESS). De la même façon, il est suggéré
que certains antagonistes purinergiques partagent quelques domaines de liaison des
agonistes, notamment au niveau du cinquième domaine transmembranaire (KENNEDY et
al., 1996), sans toutefois s'emboîter exactement dans la même poche de liaison que les
agonistes (JIANG et al., 1996). Cette théorie de recouvrement partiel des sites de liaison
des agonistes et antagonistes précise les notions classiques d'antagonisme ctaupétitif.
Les mécanismes d'action moléculaires des antagonistes peptidiques compétitifs
n'ont pas été vérifiés de façon systématique. La tendance actuelle étant plutôt dirigée vers la
caractérisation des mécanismes d'action des nouveaux antagonistes non-peptidiques (voir le
prochain paragraphe). Toutefois, les antagonistes peptidiques étant aussi reliés
chimiquement à leurs agonistes respectifs, on croit que le mécanisme d'action prépondérant
serait le recouvrement partiel des sites d'interactions des agonistes, tout comme dans le cas
des antagonistes adrénergiques. Ainsi, dans le cas du récepteur ATi, des mutations
effectuées sur l'extension amino-terminale, la première et la troisième boucles
extracellulaires diminuent la liaison de l'AnglI ainsi que celle de l'antagoniste peptidique
[Sar^, Leu^]Angn (HJORTH et al., 1994). Également, une mutation effectuée sur le
résidu lysine 102 du troisième domaine transmembranaire du récepteur ATi diminue la
liaison de l'AngH et celle de l'antagoniste [Sari, He^lAngH (GROBLEWSKI et al., 1995).
Cependant, comme dans le cas des récepteurs adrénergiques, les déterminants structuraux
nécessaires à la liaison de l'Angll et de ses antagonistes ne sont pas totalement identiques.
Ainsi la mutation de l'asparagine 295 du septième domaine transmembranaire du récepteur
ATi diminue la liaison de l'AnglI sans toutefois affecter celle de l'antagoniste [Sari,
DeSjAngn (HUNYADY et al., 1996).
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Depuis les sept dernières années, de nombreux antagonistes non-peptidiques ont été
développés contre plusieurs types de récepteurs incluant ceux des tachykinines, de l'AnglI,
de la cholecystokinine, de la neurotensine, de la vasopressine et de l'oxytocine (GETHER
et al., 1995). Une grande partie de l'effort de recherche a été dirigée sur l'identification des
domaines de liaison et les modes d'acdon de ces molécules. Les cas les mieux caractérisés
sont encore ceux du récepteur ATi de l'AnglI et du récepteur NK-1 des neurokinines. Les
études de mutagénèses dirigées ont montré que les sites d'interactions de ces antagonistes
sont confinés entre les domaines transmembranaires de leurs récepteurs avec
essentiellement aucune contribution des domaines extracellulaires (GETHER et al., 1993;
FONG et al., 1993; JI et al., 1994; SCHAMBYE et al., 1994). Des résidus potentiellement
impliqués dans des interactions directes avec les antagonistes non-peptidiques ont été
identifiés au niveau des deuxième et septième domaines transmembranaires du récepteur
AT 1 et au itiveau des cinquième et sixième domaines transmembranaires du récepteur NK-
1. La plupart de ces résidus ne semblent pas impliqués dans une interaction directe avec les
agoitistes proposant ainsi que les domaines de liaison de ces molécules sont distincts de
celles des agonistes. Pour ce qui est des antagonistes compétitifs, il est proposé que ces
domaines se chevauchent à quelques endroits, faisant intervenir une fois de plus la notion
d'antogonisme compétitif par recouvrement partiel des domaines de liaison (GETHER et
al., 1995; CASCIERI et al., 1995; HUNYADY et al., 1996). Le fait que certaines
mutations dans le septième domaine transmembranaire du récepteiu' ATi affectent à la fois
la liaison des agonistes et des antagonistes non-peptidiques supportent très bien ce concept
(HUNYADY etfl/., 1996).
La connaissance des domaines d'interaction des agonistes avec leur récepteur et des
modes d'action des antagonistes est importante pour le développement de nouveaux agents
thérapeutiques. Des efforts considérables ont déjà été fournis en cette matière. Cependant
les modes d'action de d'autres molécules comme les agonistes inverses (CHIDIAC et al.
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1994) ne sont pas encore élucidés du point-de-vue moléculaire. La compréhension de ces
mécanismes d'action permettera vraisemblablement d'élaborer de nouvelles molécules
importantes permettant ainsi le traitement de maladies causées par un fonctionnement
constitutif de certains récepteurs.
5. Justification de l'étude
Bien que plusieurs études indiquaient la présence du récepteur AT2 dans de
nombreux tissus ou lignées cellulaires à l'époque où ces recherches ont été entreprises, ce
récepteur n'était toutefois pratiquement pas caractérisé du point de vue biochimique et
moléculaire. Nous nous sommes donc proposés de caractériser quelques propriétés
biochimiques du récepteur AT2 à l'aide de la technique de marquage par photoaffinité. Le
principe de cette technique consiste à incorporer spécifiquement un radioligand
photosensible de façon covalente à un récepteur. Les complexes ligand-récepteur ainsi
formés peuvent être analysés par différentes méthodes biochimiques et soumis à différents
traitements enzymatiques ou chimiques, permettant d'identifier les composantes structurales
de la protéine. Au début des années 1980, la technique du marquage par photoaffinité a été
utilisée par quelques groupes dont le nôtre, afin de caractériser biochimiquement le
récepteur de ATi de l'AngH (CAPPONI & GATT, 1980; GUILLEMETTE & ESCHER,
1983; GUILLEMETTE et al., 1986; CARSON et al., 1987). Lors de ces études, des
analogues photosensibles de l'AngU modifiés avec un groupement azido ont permis
d'obtenir un rendement élevé d'incorporation covalente (40%) et d'isoler le récepteur de
l'AngU qui, à cette époque, était le seul site de liaison connu pour l'octapeptide.
Dans le premier manuscrit de cette thèse, nous décrivons la caractérisation
pharmacologique du récepteur AT2 du myomètre humain et l'utilisation de différents
analogues photosensibles de l'AngU dans des études de marquage par photoaffinité. A
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l'aide d'un nouvel analogue photosensible de l'AnglI contenant un groupement p-
benzoylphénylalanine (Bpa), nous y décrivons le marquage spécifique du récepieur AT2 et
la détermination de sa masse moléculaire apparente (Mj-). Dans le deuxième manuscrit,
nous décrivons la détermination des Mr du récepteur AT2 de différentes lignées cellulaires
par la technique du marquage par photoaffinité et la caractérisation de la nature
glycoprotéique de ce récepteur. Dans le troisième manuscrit, nous décrivons l'utilisation
d'un bloqueur métabolique de la N-glycosylation sur des cellules et l'analyse des rôles de
cette modification post-traductionnelle sur le ciblage et les prqiriétés de liaison du récepteur
AT2. Finalement dans le quatrième manuscrit, nous décrivons la localisation des domaines
de liaison du récepteur AT2 à l'aide de deux analogues photosensibles de l'Angll modifiés
à chacune des extrémités de la molécule.
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SUMMARY
Angiotensin II (Ail) binding sites were characterized in human
myometrium membrane préparations. The sites were saturable
and of high affinity (Ka of 0.09 nw and B^mx of about 200 fmoi/
mg of protein). PD 123319 completeiy inhibited '^'l-AII binding.
with an ICso of 30 nM. whereas L-158.809 (1 pM) had no signifi-
cant effect on "'l-AII binding. These results indicate that human
myometrium contains almost exclusively the AT2 reœptor sub
type. Association and dissociation studies perfonmed with "®l-
All on human myometrium membranes revealed that Ail had a
very high affinity for AT2 receptors. with a Ka of 0.01 nw (asso
ciation rate constant Ki = 1.056 x 10'^ mol"^ min"'; dissociation
rate constant Ki = 0.003 min~^). The photoactivatable Ail ana
logue [Sar\ Val®. D-Pfie'(N3)]AII displayed a high affinity for AT2
receptors (ICso of 0.18 rm). but its radioiodinated form showed
poor effidency in photoaffinity labeling experiments. A newiy
synthesized photoactivatatile analogue of AU. [Sar'p-benzoyl-
Phe'JAII. (All-Bpa). aiso displayed a high affinity for AT2 receptors
of human myometrium (ICso of 0.3 rm). Photoaffinity labeling
experiments were performed with "®l-AII-Bpa. and a high yield
(70%) of covalent incorporation to human myometrium mem
branes was obtained upon photolysis. Covalently labeled recep
tors were solubilized. denatured. and subjected to polyacryl-
amide gel electrophoresis. Autoradiography of the polyacryl-
amide gel revealed a single band. of 68 kOa. and tfie labeling of
this band was completeiy atxjlished in the presence of 1 pu PD
123319. indicating sélective lat>eling of the AT2 receptor subtype.
These results demonstrate tfiat All-Bpa is a very efficient tod
for sélective photoaffinity labeTing of the AT2 receptor.
AU is a peptide hormone known to produce a wide variety of
physiological effects, including arteriolar vasoconstriction, al-
dosterone biosynthesis and sécrétion, catecholamine release,
stimulation of drinking behavior, glycogenolysis, altération of
rénal functions (1, 2), and myoproliferation in beart and vas-
cular tissue (3-8). Recent nonpeptide ligands bave led to tbe
identification of two Ail receptor subtypes, designated ATi and
AT2 (9). ATi receptors are preferentially recognized by DuP
753 (Losartan), DuP 532. and L-158.809. Botb DuP 532 and L-
158,809 bave greater in vitro affmities and in vivo potencies
tbtm does DuP 753. AT2 receptors are recognized by PD 123319,
PD 123177, and the peptide analogue agonists CGP 42112A
and p-aminophenylalanine°-AlI (10-18).
DuP 753 antagonizes ail of tbe known physiological actions
of AU. including aldosterone release by adrenal glomerulosa
cells (11.19) and contractile responses of isolated vascular and
nonvascular smooth muscle and cardiac muscle. Consequently,
DuP 753 blocks, in a dose-related fashion, the blood pressure
This work ia part of the M.Sc. thesis of G.S. It was aupported by ^ ants from
the Médical Research Council of Canada (to G.G. and E.E.), by a studentship
award from the Médical Research Council of Canada (to G.B.). and by a schol-
arship award from Le Fonds de la Recherche en Santé du Québec (to G.G.).
response to AU (10). Smooth muscle cell prolifération is also
blocked by DuP 753, indicating that this pbenomenon is related
to tbe activation of ATi receptors (5). In varions cell types,
différent All-mediated effects sucb as inositol phosphate ac
cumulation and calcium fluxes are also blocked by DuP 753
(10).
AT2 receptors are présent in a wide variety of tissues, includ
ing rat adrenal medulla (12, 20, 21), rat brain (22. 23). rat
ovarian granulosa cells (24). rabbit and human utérus (13. 14,
25, 26). rat fétus (mesenchymal tissues) (27). and certain types
of cell Unes (18. 28. 29). Although most physiological actions of
AU are related to the ATi subtype, some data bave recently
emerged suggesting a physiological rôle for AT2 receptors. Cul-
tured neurons from neonatal rat brain contain mostly AT2
receptors that médiate a réduction in basai cGMP levels (29).
This réduction is blocked by PD 123177 or CGP 42112A but
not by DuP 753. Particulate guanylate cyclase activity of rat
adrenal glomerulosa cells and PC12W cells is inhibited by AU
(30). This effect dépends on the activation of a phophotyrosine
phosphatase that is not blocked by DuP 753, suggesting that it
is mediated through AT2 receptors. In human astrocytes, pros-
taglandin synthesis appears to be related to the activation of
ABBREVIATIONS: Ail, angiotensin II; AII-Phe'INj). [Sar'.VaP.Phe'iNjlIangiofensin II; AII-N3 [Sar',VaP,D-Phe'(N3)Jangiotensin II; All-Bpa. [Sar'.VaPp-
benzoyl-Phe'Iangiotensin II; BSA, tovine sérum albumin; SDS, sodium dodecyl sulfate; PAGE, polyacryl2imide gel electrophoresis; Bpa, p-
t)enzoylp>henylalanine.
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ATj receptors (31). Finally, it was recently suggested that ATj
receptors are involved in the later stages of rat fatal develop-
ment (27).
The molecular properties of AT2 receptors are still poorly
understood. A photoaffinity labeling approach was previously
used to label, with a high yield, ATi receptors of dog and rat
adrenal cortex and rat liver, anterior pituitary gland, and
smooth muscle (32-35). In the présent work, we report the
pharmacological characterization of the AT2 receptor of human
myometrium. This receptor was covalently labeled with a new
photosensitive analogue of AU, AII-Bpa. The molecular mass,
as evaluated by SDS-PAGE, was slightly higher than that of
the already known ATi receptor subtype.
Expérimental Procédures
Préparation of bovine adrenal cortex membranes. Fresh bo
vine adrenal glands were eut in half longitudinally. The medulla was
removed and the cortex was homogenized with eight strokes of a
Dounce homogenizer (loosepestle), in médium containing25 mM Tris-
HCI, pH 7.3, 100 mM NaCI, and 5 mM MgCh. The homogenate was
centrifuged at 500 X g for 20 min and the resulting supematant was
centrifuged at 35,000 X g for 20 min. The resulting pellet was resus-
pended in the same médium, at a final concentration of 5-10 mg of
protein/ml, and was stored at —70*. AU procédures were done at 0*.
The protein content was determined hy the method of Lowry et oL
(36).
Préparation of human myometrinm membranes. The uteri
used in this study were_from 36-52-year-old women who had given
birth to one to three chUdren and who were between days 6 and 18 of
their menstrual cycles. In most of the cases, the pathological reasons
for the surgety were-prolapsus and menorrhagias. Immediately after
iurgety, the utérus was kept on ice in médium containing 20 mM
sodium bicarbonate. The myometrium was then sUced and homoge
nized with a SorvaU Omni-mizer, set at force 10, for 2 min. The
material was rehomogenized with a Polytron homogenizer, set at force
11, for three periods of 10 sec. The homogenate was subjected to
centrifugation at 1000 x g for 20 min and the resulting supematant
was centrifuged at 35,000 X g for 20 min. AU procédures were performed
at 0*. The pellet was resuspended in médium containing 25 mM Tris-
HCl, pH 7.3,100 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 1 mM EDTA, 2 mg/ml BSA,
0.1 mg/ml bacitracin, and 50 ^g/ml soybean trypsin inhibitor, at a final
concentration of 2-5 mg of protein/ml. AUquots were stored at —70*.
AU binding assay with human myometrium membranes. Hu
man myometrium membranes (15-25 ng of protein) were incubated in
médium containing 25 mM Tris-HCl, pH 7.3, 100 mM NaCl, 5 mM
MgCb, 1 mM EDTA, 2 mg/ml BSA, 0.1 mg/ml bacitracin, and 50 fxg/
ml soybean trypsin inhibitor. "'I-AII (30 pM) and selected concentra
tions of L-158,809, PD 123319, AU, All-Bpa, and AII-N3 were added
to a final incubation volume of 500 /il. Incubations were performed at
37* for 180 min. Dégradation of '"I-AII was <30% under these condi
tions, as verified by high performance liquid chromatography. Nonspe-
cific binding was determined in the presence of 1 /iM AU. Incubations
were terminated by vacuum filtration through presoaked glass fiber
filters (Whatman GF/C) and rapid washing with 3 ml of cold médium.
The receptor-bound radioactivity was analyzed hy y counting.
Photoaffinity labeling procédures. Briefly, bovine adrenal cortex
or human myometrium membranes (2 mg of protein) were incubated
with 2 /iCi of '"I-AII-Nj or 2 /iCi of ""l-AII-Bpa, respectively, in 1 ml
of médium containing 25 mM Tris-HCl, pH 7.3, 100 mM NaCl, 5 mM
MgCl2,1 mM EDTA (for human myometrium membranes only), 2 mg/
ml BSA, 0.1 mg/ml bacitracin, and 50 /ig/ml soybean trypsin inhibitor.
PD 123319 or L-158,809 (1 /im) was added to selectively label AT, or
ATj receptors, respectively. After 45 min at room température, the
membranes were washed by centrifugation (three times) and irradiated
under UV light (365 nm) (mercury vapor lamp HPW 125, purchased
from Phillips) for 30 or 60 min at 0*. Noncovalently bound ligand was
removed by successive washes with an acidic médium (citrate buffer,
pH 5.5). The washed pellets were incubated for 60 min at 37", in a
denaturating buffer containing 60 mM Tris-HCl, pH 6.8, 10% (v/v)
glycerol, 2% (w/v) SDS, 125 mM dithiothreitol, and 0.3% (w/v) bro-
mophenol blue. The denatured material was aliquoted and stored at
—20* until further utilization.
SDS-PAGE of solubilized photolabeled receptors. Electropho-
resis was carried ont as described by Laemmli (37). Denatured photo
labeled protein complexes (25-50 /ig) were subject to electrophoresis
on a 9% polyacryltimide gel at 95 V for approximately 3 hr. The gels
were stained with 0.05% Coomassie brilliant blue and dried before
autoradiography on Kodak X-Omat AR film. Exposures lasted for 3-7
days.
Materials. BSA, bacitracin, and soybean trypsin inhibitor were
from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). L-158,809 and PD 123319
were generous gifts from Merck and Parke-Davis Warner-Lambert,
respectively. AII-N3 and AII-Bpa were synthesized in our laboratories.
'°I-A1I, '''I-AII-N3, and '''I-All-Bpa (spécifie activity, 2200 Ci/mmol)
were prepared with lodogen as described hy Fraker and Speck (38).
The products were purified to apparent homogeneity hy high perform
ance liquid chromatography (reverse phase C-18), and their spécifie
radioactivity was determined by self-displacement in the binding Sys
tem.
Results
An binding to human myometrium membranes. AU
binding to human myometrium membranes was saturable and
of high affinity. Fig. 1 shows a représentative binding isotherm
for '^I-AII, which yielded an apparent IQ of 0.09 nM and a
maximal binding capacity (B^) of 180 bnol/mg df protéin.
Fig. 2 demonstrates the inhibitory effect of increasing concen
trations of AU on '^'I-AU binding to human myometrium
membranes. The ICso value and the Kn value (determined from
the Scatchard plot derived from the binding data) were both
about 0.1 nM, and the calculated Bomm was 210 fmol/mg of
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Rg. 1. Dose-dependent binding of '"l-AII to human myometrium mem
branes. Aliquots of human myometrium (25 /ig of protein) were Incubated
at 37®, for 3 fir, with increasing amounts of '"l-AII (0.01-1.5 nu). L-
168,809 (1 /im) was added to prevent tiinding to tfie AT, receptor
subtype. Nonspedfic txndirtg was evaluated in the presence of 1 /im AH.
incutiations were stopped by rapid filtration through GF/C filters. Inset,
Scatchard plot of the same txnding data. This experiment is représent
ative of three simiiar experiments.
protein. The potency of various peptide and nonpeptide ligands
to inhibit binding to human myometrium membranes
was analyzed (Fig. 3). Dose-displacement experiments showed
that binding was completely abolished in the presence of 10 nM
AU, 30 nM AITN3, or 30 nM AII-Bpa (the latter two are
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Rg. 2. Effect of increasing concentrations of Ail on '"l-AII spécifie binding
to fiuman myometrium membranes. Human myometrium membranes (25
iig of protein) were incubated at 37° in médium containing "=I-AII (50,000
cpm) and increasing concentrations of uniabeled Ali. L-158,809 (1 /jm)
was aiso added to prevent any binding to the AT, receptôr subtype.
After 3 hr, the incubation was stopped as indicated in Expérimental
Procédures. The data are expressed as values relative to the total binding
observed in the absence of uniabeled ligand (5176 cpm) and were
corrected for nonspecific txnding (350 cpm). This experiment, performed
in tnplicato, is représentative of ttiree such observations. Inset, Scatctiard
plot of the same txnding data.
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Rg. 3. Inhibitory effect of increasing concentrations of AH (•) All-N, (♦)
AII-Bpa (X). PD 123319 (A), and L-158,809 (■) on "»I-AII binding to
human myometrium membranes, fi^embranes (25 mQ of protein) were
incubated at 37° m a médium containing '"l-AII (50.000 cpm) and
increasing concentrations of peptide or nonpeptide analogue. After 3 hr.
the incubation wias stopped by filtration. Data are expressed as values
relative to the total binding observed in the absence of uniabeled ligand
(5600 cpm) and were corrected for nonspecific binding (360 cpm) This
expenment. performed m triplicate, is représentative of six similar exper
iments
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photoactivatable analogues of AU). The three peptides showed
potent inhibitory effects, with ICv. values of 0.1 nM, 0.18 nM,
and 0.3 nM for AU, AII-N:,, and AII-Bpa, respectively.
PD 123319 could also completely inhibit '"I-AII binding to
human myometrium membranes. The affinity of this com-
pound, however, was weaker than that of the peptide ligands,
with an IC50 value of 30 nM (Fig. 3). Finally, the nonpeptide
AT, receptor antagonist L-158,809 had no significant éffect on
'"I-AIl binding at a concentration as high as 1 iiM.
The profile of '"I-AII association with AT, receptors of
human myometrium membranes is shown in Fig. 4A. The
association rate was relatively slow. Spécifie binding of '"I-AII
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Rg. 4. Association (A) and dissociation (8) of '"l-AII with human myo
metrium membranes as a function of time. Binding was initiated at 37°
by addition of the membrane suspension (25 /,g of protein) to assay
buffer containing the radioligand (64,000 cpm for the association study
and 112,000 cpm for the dissociation study). After 2 hr of incubation,
dissociation was initiated by adding 1 /im (final concentration) uniabeled
AH. At the indicated times, aliquots were removed and filtered as de-
scntied in Expérimental Procédures. A, Inset, association rate data have
been fitted to the second-order rate équation, l/(N„ - L„)ln(W„ - L,)/(Lo -
L,) (this term represents the ordinate y, with units of 10" mol"'), as a
function cl time, where W„ is tfie total numtier of tiinding sites, L„ is the
total ligand présent at time 0, and L, is tlie ligand txjund at time t Tfie
rate constant of association (K,) was calculated from the slope of this
curve and had a value of 1.056 x 10" mol"' min"'. Dissoaation rate
data were fitted to a first-order rate équation, lnB/8„, as a function of
time, where B is the ligand bound at time t and 8„ is the ligand bound at
the moment when the uniabeled AH was added (B, inset). The rate
constant of dissoaation (K,) was calculated from the slope of this curve
and had a value of 0.003 mm"'. The K„ calculated from the ratio of the
rate constant for dissociation (K,) and association (K,) was 0.01 om.
Each point represents the mean ± standard déviation of tnplicate déter
minations. and this expenment is représentative of three such observa
tions
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at 37* was half-maximal in about 30 min and came nearly to a
plateau within 120 min. It must be noted that binding equilib-
rium was not completely reached even after 3 hr of incubation.
The association rate constant (K,) obtained under these con
ditions was 1.056 X 10" mol"' min"' (average of three indé
pendant experiments). Binding was réversible, and addition of
1 pM Ail to preformed '"I-AII-receptor complexes was followed
by slow dissociation of the bound ligand with a half-time of
about 5 hr, according to a single exponentiel function, as shown
in Fig. 4B. The dissociation rate constant (K2) estimated by
fitting the binding data to a first-order rate équation was 0.003
min"' (average of three independent experiments). The Kj
calculated from the ratio of the rate constants for dissociation
and association was 0.01 nM, a value about 10 times lower than
the value obtained from apparent steady state binding experi
ments.
Photoaffînity labeling experiments. The irréversible
character of AT2 receptor labeling with the photoactivatable
analogue '"I-AII-N3 was verified. Fig. SA shows that, under
acidic conditions, dissociation of preformed '"I-AII-Na-recep-
tor complexes was complété and signiflcantly faster for com
plexes that had been irradiated for 30 min with UV light,
compared with complexes that had not been irradiated. These
résulta indicate that '"l-AIl-Nj poorly labels the ATj site,
although it is well recognized by this receptor. Probably, the
photosensitive group is not in sufficiently close contact with
the receptor protein; therefore, '"I-AII-N3 is not a suitable
ligand for efficient covalent labeling of AT2 receptors. These
résulta also indicate that the photolyzed product possesses a
weaker affinity than the nonphotolyzed ligand, because its
dissociation is more rapid.
The same approach was used to verify the labeling efficiency
of the new photoactivatable analogue '"I-AIl-Bpa. Fig. SB
reveals that, after UV irradiation of preformed ""1-All-Bpa-
receptor complexes, only a small proportion, corresponding to
25-30% of bound ligand, was acid dissociable. In the absence
of UV irradiation, complété dissociation of bound ligand was
rapidly achieved under acidic conditions. These results suggest
that ""'l-All-Bpa is a very efficient ligand for covalent labeling
of AT2 receptors.
The photolabeled AT2 receptor of human myometrium mem
branes was further analyzed by SDS-PAGE and autoradiogra-
phy. One major radiolabeled band, of 68.3 ±5.1 kDa (22
experiments), was discernible (Fig. 6, lane 4) and the labeling
was completely abolished by PD 123319 and by Ail (Fig. 6,
lanes 5 and 6, respectively). The labeling of the ATi receptor
of bovine adrenal cortex membranes with the photoactivatable
analogue ""I-AII-N3 is shown in Fig. 6, lane I. The molecular
mass of the ATi receptor (revealed upon autoradiography) was
58 kDa, and the radioactive labeling was completely abolished
by L-158,809 and by Ail (Fig. 6, lanes 2 and 3 respectively).
Discussion
Previous studies have shown that human myometrium con-
tains high levels of ATj receptors (13, 14, 26, 39). Dur study
clearly demonstrates that this tissue expresses almost exclu-
sively the AT2 receptor subtype. Dose-displacement experi
ments indicated that the nonpeptide analogue PD 123319 com
pletely abolished the binding of '"1-All to human myometrium
membranes and that the AT,-sélective ligand L-158,809 had
no significant effect on this binding. PD 123319 showed an
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Rg. 5. Add-induced dissociation of "'I-AII-N3 (A) and "=!-AII-Bpa (B)
from imadiated (♦) and nonirradiated (•) human myometrium memtxane
fractions. Membranes (2 mg of protein) were incubated with the indicated
photollgand and irradiated as Indicated in Expérimentai Procédures. Half
of the membranes were not irradiated. Add-induced dissociation was
started by the addition of citrate buffer, pH 5.5, to irradiated and
nonimadiated membrane fractions, at room température. Nonspedfic
binding was determined in the presence of 1 /im Ail (final concentration).
Data are expressed as values relative to the total binding (2000 cpm)
observed before the addition of the acidic buffer and were corrected for
nonspeafic txnding (500 cpm). These experiments were performed in
tfie presence of L-158,809 (1 /im) to prevent any lat)eling of the AT,
receptor subtype. Each point represents a dupllcate détermination, and
these experiments are représentative of three slmilar observations.
affinity of 30 nM, a veJue that is similar to the one found by
Whitebread et ai (14). Those authors showed that PD 123319
completely inhibits, in a monophasic manner, '"1-All binding
to human myometrium membranes, with an ICm of 16 nM. The
affinity of Ail for the AT2 receptor of human myometrium is
very high. Dose-displacement and saturation studies revealed
Kj values in the range of 0.1 nM. This value is about 10 times
higher than the Ka value derived from kinetic nonequilibrium
studies. These studies revealed a very slow dissociation rate
(K2 = 0.003 min"'), which can explain why after 3 hr of
incubation at 37* binding equilibrium was still not reached. In
equilibrium studies, incubation periods longer than 3 hr are
inappropriate, because we noticed that about 30% of initially
added '"1-All (30 pM) was degraded after 3 hr at 37* under our
binding conditions (data not shown). Our results suggest that
the affinity of Ail for the AT2 receptor of human myometrium
is very high (around 10 pM) and that pseudo-equilibrium studies
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Rg. 6. Détermination of the molecular weight of the human myometrium
AT: receptor. Human myometrium membranes were incubated with '^'1-
All-Bpa (2 fiCi) and L-158,809 (1 /xm) (lane 4), both L-158,809 (1 *im) and
PD 123319 (1 fiM) {lane 5), or Ali (1 ^ lM) {lane 6) and were subjected to
UV irradiation. Bovine adrenai cortex membranes were incubated with
'"I-AII-N3 (2 MCi) and PD 123319 (1 *im) {lane 1). both PD 123319 (1 *xm)
and L-158,809 (1 hm) (lane 2), or Ail (1 ^ xm) (lane 3) and were subjected
to UV irradiation. Irradiated material was subjected to gel electrophoresis
on a 9% separating gel, as indicated in Expérimental Procédures, fol-
lowed by autoradiography. Protein standcirds of the indicated molecular
weights were run in parallel.
(dose-displacement or saturation studies) reveal high Ka values
that are underestimations of the actual affmities derived from
kinetic nonequilibrium studies. Similar conclusions can be
drawn from previous reports on the affinity of AT: receptors
in différent tissues (11, 13, 14, 24, 25, 40). At the présent time,
it is difficult to fathom the physiological relevance of these
observations, but it may be important to note that the high
affinity of AI! for the AT: receptor implies that, under phys
iological conditions, AT2-mediated responses should be more
prominent than those mediated by AT] receptors at low circu-
lating levels of AIL
The maximal amount of AT: receptors in our préparations
of human myometrium membranes was around 200 fmol/mg of
protein. This concentration is lower than that found in the
same tissue by other groups (13, 14, 39); this may reflect
différences in the expérimental procédures. It is interesting to
note that the density of AT: sites in the myometrium is not
constant and studies on sheep (41) have shown that the expres
sion of AT: receptors is suppressed during pregnancy.
Our results confirm that human myometrium membranes
contain almost exclusively the AT: receptor subtype. We can-
not exclude, however, the possibility that the ATj receptor
subtype may aiso be présent in small amounts. The contractile
response of rabbit and sheep utérus to AU is probably ATi
mediated, although these tissues express almost exclusively AT:
sites, which remain silent with regard to uterine contraction
(25, 41). Because human myometrium may contain more than
one AU receptor subtype, binding studies and photoaffinity
labeling of AT: receptors were always performed in the presence
of high doses of L-158,809, to avoid any possible binding to or
labeling of AT; receptors.
We demonstrated by dissociation studies under acidic con
ditions that '"I-AII-N3 had a poor yield of covalent labeling of
AT: receptors. This compound and its isomer analogue '"I-
AIl-Phe"(N.i) have been used successfully to label, with a high
yield, AT, receptors from différent tissues (32-35). Although
'■"I-AII-N,i showed good affinity for the AT: receptor of human
myometrium, UV irradiation of the ligand-receptor complex
did not produce high levels of covalent incorporation. The poor
efficiency of this compound in covalently associating with the
AT: receptor most probably refiects structural différences be-
tween the AT, and AT: binding domains. It is well known that
the phenylalanine residue in position 8 of the AII molecule is
very important for biological activity at the AT, receptor.
Indeed, replacement of phenylalanine in position 8 by several
other amino acids, such as valine, isoleucine, or D-phenylala-
nine, confers antagonistic properties to the modified AU mol
ecule. This suggests that the side chain of the residue in position
8 of AU interacts directly with the binding domain of the
receptor. This would in part explain the exceptionally high
incorporation yield of '"I-AII-N3 with AT, receptors; incorpo
ration requires the idéal positioning of an amino acid side chain
within the binding pocket that allows nitrene insertion into C-
H bonds (42). AT: receptors, which by coincidence have an
even higher affinity for '"I-AII-N3 than do AT, receptors, do
not allow any comparable incorporation. A simple accepter
group misalignment is improbable, because even low affinity
Systems with 10®-fold less affinity have been successfully la-
beled with this labeling moiety (43). A possible but unverifiable
explanation might be a recoil mechanism occurring after nitro-
gen formation and departure that could throw out of alignment
the activated and receptor-bound photolabel.
Another alternative for covalent labeling of receptors is the
use of Bpa-substituted ligands. Some receptors have been suc
cessfully photoaffinity labeled with this approach. Bpa-atrial
natriuretic factor was covalently incorporated, with a high yield
of 63%, into its bovine adrenai cortex receptor (44). A Bpa
derivative of substance P was also covalently incorporated,
with a high yield of 70%, into its rat submaxillary gland receptor
(45). In the présent study, we demonstrated that '^I-AII-Bpa
binds with high affinity to AT: receptors of human myomet
rium. Upon UV irradiation, between 70% and 75% of bound
'"I-AII-Bpa remained covalently linked to its receptor. The
irréversible nature of the complex was revealed by the absence
of dissociation under acidic conditions and upon electrophoresis
under reducing conditions. The very high yield of covalent
labeling was comparable to that obtained with other Bpa deriv-
atives in other Systems (44, 45). A reason why such a high yield
of covalent incorporation can be achieved with Bpa derivatives
is that the formation of the reactive intermediate upon irradia
tion is a repeatable phenomenon. The highly reactive keto
radical (R-GeHii-C-O'-GeH 12) produced upon UV irradiation
of Bpa relaxes back to its initial ground state and may be
reactivated by a second photon. This is in contrast to the
commonly used azido or diazomethyl photolabels, which
undergo a nonreversible dissociative activation to a nitrogen
molecule and a nitrene or carbene, respectively. Therefore, this
is a nonrepeatable process. As long as the activated keto radical
does not bind covalently to an appropriate residue in the
receptor molecule or to another molecule (e.g., the ligand itself),
it relaxes back to its original state and it maintains its binding
and photoactivatable properties. Each Bpa-containing ligand
goes through that cycle until it finally binds covalently to an
appropriate residue, hopefully the receptor molecule.
SDS-PAGE of the ligand-receptor complex revealed a single
band, of 68 kDa. The labeling of this protein was completely
abolished by PD 123319 and by AII, suggesting that this protein
is the AT: receptor. A single band (of 58 kOa) was observed
when AT, receptors of bovine adrenai gland were covalently
labeled with '■''"I-AII-N.,. The labeling of this protein was com
pletely prevented by L-158,809 and by AII, indicating that this
protein is the AT, receptor. A similar value of 60 kDa was
previously reported by us (33) for the AII receptor of bovine
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adrenal cortex covalently labeled with the photoactivatable
agonist '"I-AII-Phe®(N3). To our knowledge, we are the first to
report successful photoaffmity labeling of the ATj receptor.
The molecular mass value of 68 kDa is substantially lower than
that (100 kDa) observed by Dudiey et oL (40) after disuccin-
imidyl suberate cross-linking of AT2 receptors of the mouse
fibroblast cell line R3T3. Pucell et aL (24), also by covalent
cross-linking, found an apparent molecular mass of 79 kDa for
AT2 receptors of rat ovarian granulosa cells. These variations
of molecular mass values may be explained by the différent
methods used for receptor labeling or by différences between
AT2 receptor subtypes expressed in différent cell types or
différent animal species. Further work will be necessary to
verify these hypothesis. Interestingly, preliminary experiments
indicate that '"I-AII-Bpa covtJently labels, with a high yield,
AT2 receptors expressed on PC12, PC12W, and R3T3 cells. AU
studies performed so far indicate that the AT2 receptor is of
higher molecular mass than the ATi receptor. This is a further
indication that these two receptors are différent molecular
entities.
The major contribution of the présent work was to describe
the utUization of a new and efUcient photolabel that should
prove to be a useful tool for further characterization of AT2
receptors.
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SUMMARY
We recentiy described the photoaffinity labeling and partial char-
acterization of the angiotensin type 2 (ATz) receptor from human
myometrium. In the présent study, spécifie receptors for angio
tensin Il (Ail) were aiso analyzed in a murine fibroblast cell line
(R3T3) and a rat pheochromocytoma cell line (PC-12). Dose-
displacement experiments with PD 123319 (an AT^selective
antagonist) completely inhibited '^l-AII binding, whereas L-
158,809 (an AT,-sélective antagonist) had no significant effect
on '^l-AII binding, thus revealing that these tw/o cell lines express
exdusively ATz sites. High yields of covalent and sélective label
ing of AT2 receptors from human myometrium, R3T3 cells, and
PC-12 cells were obtained vwith the photosensitive analogue '^1-
[SarWaPjo-benzoyl-Phe'JAII. Gel permeation chromatography
of Triton X-100-solubilized AT2 receptors from tfie three différent
sources revealed similar Stokes' radii of about 65 Â. Interestingly,
upon electrophoresis under reducing conditions, marked dispar-
ities were obseryed between the apparent molecular masses of
AT2 receptors from the three différent sources. As observed
previousiy, AT2 receptors from human myometrium showed a
molecular mass of 68 ± 4.6 kDa. AT2 receptors from PC-12 cells
showed a larger molecular mass of 113 ± 12 kDa, whereas AT2
receptors from R3T3 cells showed a molecular mass of 91 ± 7.8
kDa. After endoglycosidase digestion with an enzyme that
deaves A/-linked saccharides, the molecular masses of ttie de-
natured AT2 receptors of human myometrium, R3T3 cells, and
PC-12 cells were decreased by 54%, 66%, and 73%, to 31.3 ±
1.6 kDa, 30.9 ± 0.7 kDa, and 30.6 ± 0.8 kDa, respectively.
Kinetic studies with AT2 receptors from human myometrium
revealed a complex, multiple-step process of deglycosyfaSon
involving at least tfiree différent sites of A/-linked saccharides.
These results suggest that the disparity in the sizes of AT2
receptors from différent sources is mostly reiated to différent
degrees of A/-glycosylation. They aIso imply that the AT2 receptor
contains at ieast three asparagine-linked sites of glycosylation.
AU is the active component of the renin-angiotensin System
and régulâtes a wide variety of physiological phenomena, in-
cluding vascuiar contraction, aldosterone sécrétion, catechol-
amine release, glycogenolysis, and renal filtration (1, 2). AU
has recentiy been shown to promote myoproliferation in heart
and vascuiar tissue (3). The recent development of sélective
ligands has led to the identification of two Ail receptor sub
types, designated AT, and ATj (4). The AT, receptor is pref-
erentially recognized by DuP753 (losartan), whereas AT2 recep
tors are preferentially recognized by PD 123177 (5-7). DuP753
antagonizes ail of the known physiological actions of Ail,
indicating that these phenomena are reiated to the activation
of AT, receptors (8).
This work is part of the Ph.D. thesis of G.S. It was supported by ^ ants from
the Médical Research Council of Canada to G.G. and to B.È. G.S. is the récipient
of a studentahip from Le Fonda pour la Formation des Chercheurs et l'Aide à la
Recherche. G.G. is the récipient of a Médical Research Council of Canada
Scientist Award.
AT2 receptors are présent in a wide variety of tissues, includ-
ing rat adrenal medulla (7, 9,10), rat brain (11,12), rat ovarian
granulosa cells (13), rabbit and human utérus (6, 14-16), and
mesenchymal tissues of rat fétus (17). Although most of the
physiological actions of AU are mediated by the AT, receptor
subtype, some recent data suggest a physiological rôle for ATj
receptors. Cultured neurons from neonatal rat brain contain
mostly ATs receptors that médiate a réduction in basai cGMP
levels (18). This réduction is blocked by PD 123177 or CGP
42112A but not by DuP753. Furthermore, it was reported that
particulate guanylate cyclase activity of rat adrenal glomerulosa
cells and PC-12W cells was inhibited by Ail (19). This effect,
which could not be reproduced by two indépendant groups (20,
21), was shown to dépend on the activation of a phosphotyro-
sine phosphatase that was not blocked by DuP753, suggesting
that it was mediated through ATj receptors. In human astro-
cytes, prostaglandin synthesis appears to be partiy reiated to
the activation of AT2 receptors (22).
ABBREVIATIONS: AH. angiotensin II; All-Bpa, (Sar',Val'.p-benzoyl-Phe'|angiotensln il; BSA. bovine semm aibumin; SDS. sodium dodecyl sulfate;
PNGase-F. glycopeptidase-F. AT, and AT2. angiotensin type 1 receptor and angiotensin type 2 receptor
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The biochemical and molecular properties of the AT} recep
tor are still poorly understood. We recently reported the suc-
cessful covalent labeling of AT} receptors in human myomet-
rium using a novel and potent photosensitive analogue, '"I-
AII-Bpa (23). In the présent study, we investigated the bio
chemical properties of AT} receptors from différent sources by
using the same photoaffinity labeling approach. We showed
that the AT} receptor is a highly glycosylated protein and,
interestingly, that the saccharide content contributes signifi-
cantly to the size heterogeneity of AT} receptors from différent
tissues.
Expérimental Procédures
Cell culture. A culture of Swiss 3T3 cells that expressed Ail binding
was found. This culture was designated as R3T3 and the cells were
morphologically identical to other strains of Swiss 3T3 cells (24). R3T3
cells were grown under conditions described for Swiss 3T3 cells (25),
using Dulbecco's modified essential médium (GIBCO, Grand Island.
NY) supplemented with 10% fetal bovine sérum (GIBCO). Ail ezperi-
ments used cells grown as a monolayer. PC-12 cells were grown in
Dulbecco's modifîed Eagle's médium (GIBCO) supplemented with 4500
mg/liter glucose and 10% fetal bovine sérum (GIBCO), as described
(26).
Préparation of human myometrium membranes. The uteri
used in this study were from 36-52-year-old women who had given
birth to one to three children and were within days 6-18 of their
menstrual cycles. In most of the cases, the pathological causes for the
surgery were prolapse and menorrhagia. Immediately after the surgery,
the utérus was kept on ice in médium containing 20 mM sodium
bicarbonate. The myometrium was then sliced and homogenized for 2
min with a Sorvall Omni-mizer set at force 10. The material was
rehomogenized for three periods of 10 sec with a Polytron homogenizer
set at force 11..The homogenate was subjected to centrifugation at
35,000 X g for 20 min. AU procédures were performed at 0*. The peUet
was resuspended at a final concentration of 2-5 mg of protein/ml in
médium containing 25 mM Tris-HCl, pH 7.3, 100 mM NaCl, 5 mM
MgCl}, 1 mM EDTA, 2 mg/ml BSA, 0.1 mg/ml bacitracin, and 50 fig/
ml soybean tiypsin inhibitor. Aliquots were stored at —70*. The protein
content was determined by the method of Lowry et aL (27).
Préparation of R3T3 and PC-12 cell membranes. Crude mem
branes of R3T3 and PC-12 cells were prepared by scraping the cells
into 5 mM Tris buffer, pH 7.4, containing 10 /iM leupeptin, 10 fiM
bestatin, 10 fiM pepstatin A, and 100 /iM phenylmethylsulfonyl fluoride.
Cells were then homogenized, using a Brinkmann Polytron, and cen-
trifuged at 1000 x g for 10 min. The supernatant was removed and
then recentrifuged at 50,000 x g for 30 min. The resulting pellets were
resuspended at 1 mg/ml in 10 mM phosphate buffer, pH 7.4, and either
used immediately or stored at —70*.
AU binding assay. R3T3 cell membranes (2-3.5 pg of protein) or
PC-12 cell membranes (6-10 iig of protein) were incubated in médium
containing 25 mM Tris-HCl, pH 7.3, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl}, 1
mM EDTA, 2 mg/ml BSA, 0.1 mg/ml bacitracin, and 50 ;<g/ml soybean
trypsin inhibitor. '"I-AII and selected concentrations of L-158,809, PD
123319, and AU were added in a final incubation volume of 500 /il.
Incubations were performed at 37' for 180 min. Nonspecific binding
was determined in tbe presence of 1 ^ M Ail. Incubations were termi-
nated by vacuum filtration through presoaked glass fiber filters (What-
mann GF/C) and three rapid washes with 3 ml of cold médium. The
receptor-bound radioactivity was analyzed by y counting.
Photoaffinity labeling. Human myometrium membranes, R3T3
cell membranes, or PC-12 cell membranes (2 mg of protein) were
incubated with 2 iiCi of '"1-AlI-Bpa in 1 mi of médium containing 25
mM Tris-HCl, pH 7.3, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl}, 1 mM EDTA, 2
mg/ml BSA, 0.1 mg/ml bacitracin, and 50 Mg/ml soybean trypsin
inhibitor. L-158,809 (1 mM) was added to prevent any interaction with
ATI receptors. After 45 min at room température, the membranes were
washed by centrifugation (three times) and irradiated under filtered
UV light (365 nm) (the mercury vapor lamps (JC-Par-38) were pur-
chased from Westinghouse and the Raymaster black light filters (no.
5873) were purchased from Gates and Co. Inc. (Long Island, NY)] for
30-60 min at 0*. Irradiated membranes were incubated for 60 min at
37', in denaturing buffer containing 60 mM Tris-HCl, pH 6.8,10% (v/
v) glycerol, 2% (w/v) SDS, 125 mM dithiothreitol, and 3% (w/v)
bromphenol blue. The material was then aliquoted and stored at —20*
until further use.
Endoglycosldase digestion. Endoglycosidase digestion was per
formed according to protocols of Carson et aL (28) and Tarentino et aL
(29), with slight modifications. Briefly, photolabeled membranes (2 mg
of protein) were solubilized for 1 hr at 37* in médium containing 25
mM Tris-HCl, pH 7.3, 1% (w/v) SDS, 0.1 mg/ml bacitracin, and 50
Mg/ml soybean trypsin inhibitor. Aliquots of the solubilized material
(corresponding to 75-150 Mg of protein) were added to deglycosylation
buffer containing 250 mM sodium phosphate, pH 8.6, 0.6% (w/v)
Nonidet P-40, 0.1 mg/ml bacitracin, and 50 iig/m\ soybean trypsin
inhibitor. PNGase-F was added to a final volume of 100 m1- Incubations
were performed at 37* for 16-24 hr. An equal volume (100 mB of
denaturing buffer (as described for photoaffinity labeling) was added
and tbe incubations were eztended for 1 hr at 37*. The resulting
material was immediately analyzed by SDS-polyactylamide gel electro-
phoresis or was stored at —20*.
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis. Electrophoresis was
carried out as described by Laemmli (30). Denatured proteins (25-50
Mg) were subjected to electrophoresis on a 9% polyacrylamide gel and
were run at 95 V for approzimately 3 hr. Gels were stained with 0.05%
(w/v) Coomassie brilliant blue and dried before autoradiography on
Kodak X-Omat AR film. Ezposures lasted for 3-7 days.
Gel permeation chromatography. Photolabeled membranes were
solubilized for 1 hr at 0* in médium containing 25 mM Tris-HCl, pH
7.3,100 mM NaCl, 5 mM MgCL, 0.1 mg/ml bacitracin, 50 Mg/ml soybean
trypsin inhibitor, and 1% (v/v) Triton X-ICX). The solubilized material
(200 mI, 500 Mg of protein) was applied to a 10- X 370-mm Sepharose
CL-6B colunm (SR 10/50; Pharmacia). Elution was performed with
the aforementioned buffer (containing 0.2%, v/v. Triton X-100) at a
flow rate of 0.17 ml/min, which was maintained with a peristaltic
pump. Fractions of 850 m1 were collected. The column was calibrated
with the standard proteins thyroglobulin (669 kDa), ferritin (440 kDa),
and catalase (232 kDa) (Pharmacia).
Materials. BSA, bacitracin, soybean trypsin inhibitor, and
PNGase-F were from Sigma Chemical (Do. (St. Louis, MO). L-158,809
and PD 123319 were generous gifts from Merck and Parke-Davis
Warner-Lambert, respectively. AIl-Bpa was syntbesized in our labo-
ratories. '"I-AII and '"I-AII-Bpa (spécifie activity, 985 Ci/mmol) were
prepared with lodogen as described by Fraker and Speck (31). The
products were purified to apparent homogeneity by high performance
liquid chromatography (reverse phase C-18), and their spécifie radio
activity was determined by self-displacement in tbe binding System.
Results
binding to R3T3 and PC-12 cell membranes.
'^I-AII binding to PC-12 cell membranes was saturable and of
high affinity. In compétitive binding studies, AU inhibited '^I-
AII binding with an ICm of 0.2 nM (Fig. lA). Scatchard analysis
of the binding data was consistent with a single set of high
affinity sites (Fig. lA.inset) witha/frfOfO.17 nM and a maximal
binding capacity (B^.) of 3.6 pmol/mg of protein. The speci-
ficity of the AII binding sites was analyzed in compétitive
binding expérimenta performed with sélective AII analogues.
As shown in Fig. IB, AII and PD 123319 (an ATj-selective
analogue) showed high affinities for the binding site, with ICm
values of 0.2 nM and 22 nM, respectively. L-158,809 (an AT,-
selective analogue) was unable to significantly compete for the
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Fig. 1. A, Effect of kicreasing corKentrations of Ail on '^-AII spécifie
bincfing to PC-12 cel membranes. PC-12 cea membranes (10 f<g of
protein) were incubated at 37° In médium containing '^All (42,438
cpm) and kicreasing concentrations of uniabeled Ali. After 3 fr, ttie
incubation was stopped by filtration. Inset, Scatcfiard plot of ttie sanîlS
bkiding data. B, intiibitory effect of kicreasing concentrations of Ail (•),
PO 123319 (♦), and L-158.809 (PQ on '^All binding to PC-12 ces
membranes. Membranes (6 /tg of proteki) weœ incubated at 37° ki
medkjm containing '^All (44 364 cpm) and kicreasing concentrations
of peptide or nonpeptide analogue. After 3 tv, ttie incubation was stopped
by fiftration. Data are expressed as values relative to ttie total bki^
observed ki ttie at^ence of uniabeled Egand and were corrected for
nonspecific binding. Ttiese experiments, performed in tripOcate, are
représentative of ttvee sucti observations.
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Hg. 2. A. Effect of kicreasing concentrations of Ail on ''^All spedfic
binding to R3T3 ceB membranes. R3T3 cet membranes (9 j.g nf jwvtnin}
virere incubated at 37° ki médium containing '^'l-Ali (42,438 cpm) and
kicreasing concentrations of uniabeled Ail. After 3 tr, ttie incubation was
stopped by tatratioo. /nset, Scatctiard plot of ttie same binding data. B,
IntiBiitory effect of kicreasing concentrations of Ail (•), PO 123319 (♦),
and L-158,809 (■) on '^-All binrfing to R3T3 cell membranes. Mem
branes (3.5 fig of protein) were kicubated at 37° ki medum containing
<^A1I (56,999 cpm) and kicreasing concentrations of peptide or non-
peptide anaiogue. After 3 tir, ttie incubation was stopped by fEtratlon.
Data are expressed as values reiative to ttie totai binding observed ki
ttie at)sence of uniabeled Bgand and were corrected for nonspecific
binding. Ttiese experirnents, performed ki tripTicato, are repres^itative
of ttiree such otis^ations.
binding site. These résulta reveal that PC-12 cells contain high
levais of ATj binding sites. Similarly, AII binding to R3T3 cell
membranes was saturable and of high afflnity, with an apparent
Kj of 0.15 nM and Baua of 2 pmol/mg of protein (Fig. 2A).
Compétitive studies showed that AU and PD 123319 completely
displaced '"I-AII binding, with ICm values of 0.2 nM and 28
nM, respectively (Fig. 2B). L-158,809 bad no significant effect
on '"I-All binding to R3T3 cell membranes. Tbese résulta
confirm that R3T3 cells express exclusively the AT2 receptor
subtype, as reported previously (24).
Gel permeation chromatography. Photolabeled ATj
receptors from human myometrium were solubilized with Tri
ton X-100 and chromatographed on Sepharose CL-6B. The
bulk of radioactivity eluted as a symmetrical peak correspond-
ing to a protein with a Stokes' radius of 66 ± 5 Â (mean ±
standard déviation, three experiments) (Fig. 3, upper). A minor
peak corresponding to the free tracer was aiso eluted with the
total volume of the column. These results are similar to those
obtained by Capponi and Catt (32) for nitroazidobenzoyl-All-
labeled Ail receptors from dog myometrium. Photolabeled ATj
receptors from R3T3 cells (Fig. 3, lower) and PC-12 cells (Fig.
3, middle) also eluted as symmetrical peaks, with Stokes' radii
of 61 ± 4 Â and 67 ± 5 A, respectively (mean ± standard
déviation, three experiments). Gel permeation experiments did
not reveal any significant différences between the sizes of AT2
receptors from the three différent sources.
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis. Photolabeled
AT2 receptors were solubilized in denaturating buffer and ana-
lyzed by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis followed by
autoradiography. Fig. 4B shows that AT2 receptors from the
three différent sources migrated as bands of heterogeneous
apparent molecular masses. The broadness of the bands sug-
gested a glycoprotein nature. AT2 receptor from human myo
metrium (Fig. 4B, lane l) showed a molecular mass of 68 ± 5
kDa (mean ± standard déviation, 30 experiments), a value
identical to that found by Capponi and Catt (32) in dog myo
metrium. AT2 receptor from R3T3 cells (Fig. 4B, lane 2) showed
a much higher molecular mass of 91 ±7 kOa (mean ± standard
déviation, six experiments), a value similar to that reported
earlier using disuccinimidyl suberate cross-linking (24). AT2
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Fig. 4. A. Sélective photoaffinity labeling of AT2 receptors from différent
sources. Membranes from différent sources were incubated witti '^l-All-
Bpa (2 fiCi) and L-158,809 (1 /im) {lanes 7) or L-158,809 (1 |im) plus PD
123319 {1 /tm) (lanes 2) and were latieled as indicated in ttie legend to
Fig. 3. Tfie materlal was solubilized in denaturating buffer and subjected
to gel electrophoresis on a 9% separating gel, followed by autoradiog-
raptiy. Protein standards of ttie indicated molecular masses (kDa) were
run in paraliel. These results are représentative of at least four separate
experiments. B, Membranes from ttiree différent sources, i.e., human
myometrium (fane 7 ), R3T3 cells (lane 2), and PC-12 celis (farte 3), were
ialjeled witti "^l-AII-Bpa (2 ;iCi) as indicated in ttie legend to Fig. 3. Ttie
materlal was solubilized in denaturating buffer and subjected to gel
electroptioresis on ttie same separating gel, under ttie conditions de-
scribed for A.
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Fig. 3. Gei permeation analysis of '^^l-AII-Bpa-AT2 receptor complexes
denved from particulate ceil membrane fractions of tiuman myometrium
(upper), PC-12 celis (middie), and R3T3 ceils (lower). Membranes (0.5-
2 mg of protein) were incubated witti '^'l-AII-Bpa (=2 pCi) for 45 mm at
room température, in ttie dark. Ttie médium aiso contained L-158,809
(1 mm) to prevent any interaction witti ATt receptors. Ttie membranes
were then wastied and irradiated for 1 tir. After irradiation, they were
solubilized witti 1% (v/v)Triton X-100 in médium containing 25 mw Tris-
MCI, pFI 7.3, 100 mM NaCI, 5 mw MgCb, 0.1 mg/ml bacitracin, and 50
pg/ml soytiean trypsin intiibitor. After centrifugation at 15,000 x g for 5
min, aliquots of ttie solubilized materlal were loaded onto a Septiarose
CL-6B size exclusion column. The flow rate was adjusted to 0.17 ml/
min and 850-pl fractions were collected. Molecular mass standards
depicted in the graphs are as follows: a, plasmid of 16,000 base pairs
(=10,000 kDa); b, thyroglobulin (669 kDa); c, ferritin (440 kDa); d,
catalase (232 kDa); e, "®I-AII (1172 Da). Similar results were obtained m
three indépendant experiments.
receptor from PC-12 cells (Fig. 4B, lane 3) showed an even
higher molecular mass of 113 ± 12 kDa (mean ± standard
déviation, four experiments). Fig. 4A shows that, in compétitive
experiments, photoaffinity labeling of AT2 receptors from the
three différent sources was unaffected by high concentrations
(1 pM) of L-158,809 (Fig. 4A, lanes I) but was completely
abolished by high concentrations (1 pM) of PD 123319 (Fig.
4A, lanes 2), indicating sélective labeling of the AT-2 receptor
subtype.
Deglycosylation studies. To further characterize the na
ture of the AT2 receptor, photolabeled membranes were treated
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Fig. 5. Deglycosylation of photolabeled AT2 receptors. Membranes from
human myometnum (utérus), R3T3 cells, and PC-12 cells were photola
beled, solubilized, and incubated in the presence (-F) or in the absence
(-) of PNGase-F (3 units/ml) for 18 hr at 37°, under the conditions
described in Expérimental Procédures. Aliquots were then denatured
and subjected to gel electrophoresis on a 9% separating gel, followed
by autoradiography. Protein standards of the indicated molecular masses
(kDa) were run in paraliel. This experiment is représentative of at least
three similar observations.
with the endoglycosidase PNGase-F, which cleaves Af-linked
saccharides (29). Fig. 5, lane 2, shows that endoglycosidase
treatment of AT2 receptors from human myometrium resulted
in two products, of 40 ± 4 kDa and 31 ± 2 kDa (mean ±
standard déviation, 25 experiments). As shown previously, un-
treated receptors migrated as a large band of 68 kDa (Fig. 5,
lane 1). Endoglycosidase treatment of photolabeled R3T3 cell
membranes resulted in two products, of 46 ± 3 kDa and 31 ±
1 kDa (mean ± standard déviation, three experiments) (Fig. 5,
lane 4). The untreated receptor is shown in Fig. 5, lane 3.
Endoglycosidase treatment of photolabeled PC-12 cell mem
brane resulted in two products, of 55 ± 4 kDa and 31 ± 1 kDa
(mean ± standard déviation, three experiments) (Fig. 5, lane
6). The untreated receptor is shown in Fig. 5, lane 5. These
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results clearly reveal the glycoprotein nature of the ATj recep-
tor. They aiso suggest a stepwise process of deglycosylation
that yields différant intermediate products depending on the
tissue source. It is interesting to note that the end product of
deglycosylation is identical (molecular mass of 31 kDa) in ail
three tissues.
To further define the stepwise process of deglycosylation,
photolabeled AT2 receptors from human myometrium were
subjected to PNGase-F digestion for différant periods of time.
Fig. 6 clearly shows that deglycosylation occurred in three
distinct steps. Fig. 6, lanes 1-3, reveals the appearance of a first
deglycosylation product within the first few minutes of incu
bation (5-30 min) with a low concentration of PNGase-F (3
units/ml). This product showed a molecular mass of 58 kDa,
which represents a 12% size réduction, compared with the
control receptor (molecular mass of 66 kDa) (Fig. 6, lane 7).
Fig. 6, lanes 4-6, reveals the appearance of a second deglyco
sylation product after prolonged incubation (1-24 hr) with low
concentrations of PNGase-F (3 units/ml). This second product
showed a molecular mass of 38 kDa, corresponding to a size
réduction of 42%, compared with untreated receptor (Fig. 6,
lane 7). The stepwise process of deglycosylation is well illus-
trated in Fig. 6 by the disappearance of the first deglycosylation
product concomitant with the appearance of the second degly
cosylation product. Fig. 6 also reveals the appearance of a third
deglycosylation product with a molecular mass of 31 kDa after
24 hr of incubation with PNGase-F (3 units/ml). Prolonged
incubations, for up to 60 hr, with high concentrations of
PNGase-F (60 units/ml) did not reveal any further deglycosyl
ation (Fig. 7). These results, together with the sharpness of the
31-kDa band, suggest that this band corresponds to a com-
pletely deglycosylated protein.
Discussion
We previously reported the use of a new photosensitive
analogue of AII ('^®I-AII-Bpa) for the covalent labeling of AT2
receptors from human myometrium (23). This photosensitive
analogue recognized AT2 receptors with high affinity and pro-
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Fig. 6. Time course of deglycosylation of photolabeled AT? receptors
from human myometrium. Membranes from human myometrium were
treated for différent penods of time as indicated m the legend to Fig 5.
At the end of the incubation, the proteins were denatured and subjected
to gel electrophoresis on a 9% separating gel, followed by autoradiog-
raphy. Lane 7 (cont), incubation for 24 hr without PNGase-F. Protein
standards of the indicated molecular masses (kDa) were run m parallel.
This expenment is représentative of three similar observations.
106-
80-
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Fig. 7. Complété digestion of photolabeled ATj receptors from human
myometrium. Membranes from human myometrium were treated, as
indicated in the legend to Fig. 5, with 3 units/ml PNGase-F {lane 1) or
60 units/ml PNGase-F {lanes 2-6) for différent periods of time. At the
end of the incubation, the proteins were denatured and subjected to gel
electrophoresis on a 9% separating gel, followed by autoradiography,
Protein standards of the indicated molecular masses (kDa) were run in
parallel. This experiment is représentative of two similar observations.
vided a high yield of covalent incorporation upon photolysis.
In the présent study, we used this analogue for the labeling of
AT2 receptors from différent sources.
As reported previously, the murine fibroblast cell line R3T3
(24) and the rat pheochromocytoma cell line PC-12 express
high affinity binding sites for AU. Dose-displacement experi-
ments with the sélective nonpeptidic antagonists L-158,809
and PD 123319 confirmed that R3T3 and PC-12 cells express
exclusively the AT2 receptor subtype. This receptor showed
high affinity for AU {K^ of approximately 0.2 nM in both
membrane préparations) and PD 123319 (IC50 of approximately
25 nM in both membrane préparations) but did not show
binding affinity for L-158,809, an ATi-selective analogue of
AIL R3T3 cells and PC-12 cells contain large amounts of AT2
receptors {B„,„„ of approximately 4 pmol/mg of protein in PC-
12 cells and about 2 pmol/mg of protein in R3T3 cells). It must
be mentioned that différent batches of R3T3 cells showed
important variations in the maximal amount of AT2 receptor
(varying from as little as a few femtomoles to as much as 2
pmol/mg of protein). This has recently been shown to be due
to the growth state of the cells (33); however, the variation in
density of AT2 receptors had no effect upon the size of the
photolabeled bands. The concentration of AT2 receptors in PC-
12 cell membranes (4 pmol/mg of protein) was significantly
higher than that found in another rat pheochromocytoma cell
line (PC-12W), where values varied from 4 to 326 fmol/
mg of protein (20, 21, 34). Although they are likely to be similar,
it is unknown whether the AT,, receptors in PC-12W cells are
identical to the AT2 receptors from PC-12 cells used in this
study.
Conflicting reports recently appeared in the literature con-
cerning the size of the ATj receptor. With a disuccinimidyl
suberate cross-linking approach, the ATj receptor of R3T3 cells
was found to have a molecular mass of 100 kDa (24). With a
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similar approach, AT, receptors of rat ovarian granulosa cells
were shown to have a molecular mass of 79 kDa (13). With a
photoaffînity labeling approach, we recently reported a molec
ular mass of 68 kDa for AT, receptor of human myometrium
(23). It is unlikely that these size disparities are due to différent
approaches or différent expérimental conditions, because the
results of the présent study revealing heterogeneous sizes of
AT, receptors from différent sources were obtained with the
same photoaffînity labeling approach under identical expéri
mental conditions. Our results suggest, rather, that the size
heterogeneity of the AT, receptor is related to the tissue where
it is expressed. With two différent approaches, similar molec
ular mass values of 91 kDa (this study) and 100 kDa (24) were
found for AT, receptors of R3T3 cells. Also, under différent
expérimental conditions, molecular mass values of 68 kDa were
found in human (Réf. 23 and this study) and dog (32) myomet
rium. It is interesting to note that the study on the character-
ization of the AU receptor of dog myometrium (32) was per-
formed in 1980, at a time when no sélective analogue was
available to discriminate between AT, and AT, subtypes. Be
cause the properties of this receptor are very similar to those
observed by us in human myometrium and because myomet
rium from différent species seems to express predominantly the
AT, receptor subtype (6, 14-16, 23, 35), this study could retro-
spectively be considered as the first biochemical characteriza-
tion of the AT, receptor subtype.
AT, receptors of human myometrium, R3T3 cells, and PC-
12 cells are glycoproteins. The glycoprotein nature of those
receptors was suspected from the broadness of the electropho-
retic bands and it was directly confirmed by the effect of
endoglycosidase digestion. The carbohydrate moieties contrib-
uted signiflcantly to the molecular masses of those receptors.
Treatments with PNGase-F reduced the estimated sizes of the
labeled receptors by >50%, and by up to 73% for the AT,
receptor of PC-12 cells, revealing a high level of glycosylation.
On the basis of the size réduction ohserved at the différent
stages of deglycosylation, we could not find any common pat-
tem of deglycosylation for the différent receptors from the
three différent sources, suggesting that each receptor contains
différent carbohydrate moieties. A common characteristic of
those receptors is their Af-glycosylation, as revealed by the
effect of PNGase-F, which is known to cleave N-linked saccha-
rides. The stepwise deglycosylation process implies (at least for
the AT, receptor of human myometrium) the presence of three
asparagine-linked sites of glycosylation. A second common
characteristic of AT, receptors from the three différent sources
involves the similar sizes of their final deglycosylation products.
The sharpness of the band and its stability after prolonged
periods of incubation in the presence of a high concentration
of endoglycosidase suggest that the 31-kDa protein is com-
pletely deglycosylated. The analysis of a larger range of Ail
target tissues expressing the AT, receptor will be necessary to
clarify whether the AT, receptor shows a continuons size dis
tribution in the varions target tissues or a range of discrète
sizes that would correlate with the presence of spécifie degrees
of glycosylation at one or more sites on the extracellular domain
of the molecule.
After the submission of our manuscript, the AT, receptor
from rat fétus and rat pheochromocytoma cells was cloned and
sequenced by two indépendant teams (36, 37). This receptor is
a 363-amino acid protein with a deduced molecular mass of 41
kDa. This value is slightly larger than that observed after
complété deglycosylation of the AT, receptor. A simple expia-
nation for this discrepancy would be proteolytic cleavage oc-
curring during the deglycosylation experiments. However, the
consistent observation of a 31-kDa protein, the great stability
of this protein even after prolonged incubations at 37", and the
absence of any lower molecular mass proteins argue against the
possibility of proteolytic dégradation of the AT, receptor under
our expérimental conditions. Rather, we believe that the dis
crepancy is merely due to a limitation of the electrophoresis
technique, which does not always provide the actual molecular
masses of proteins. A similar phenomenon was observed in the
case of the AT, receptor when Carson et aL (28) determined a
molecular mass of 34 kDa for the deglycosylated AT, receptor
of bovine adrenal cortex, whereas Sasaki et aL (38) and Murphy
et al. (39) revealed a molecular mass of 41 kDa after cloning
and sequencing the protein.
The recent sequencing of the rat AT, receptor also revealed
the presence of five potential Af-glycosylation sites, located
exclusively in the amino-terminal hydrophilic domain of the
AT, receptor. On the basis of the différent steps of deglycosyl
ation observed during our study, we suggest the presence of at
least three sites of Af-glycosylation on the AT, receptor of
human myometrium. If AT, receptors of human myometrium
and rat fétus are identical proteins, this would suggest that
only three of the five putative sites of glycosylation are effec-
tively glycosylated. Our results, however, cannot exclude the
possibility that a single step of deglycosylation may correspond
to the simultaneous removal of two or more sugars from différ
ent sites of the protein.
The basis for the size disparities between AT, receptors from
human myometrium, R3T3 cells, and PC-12 cells seems to be
related to their différent degrees of glyco^lation, but the fiinc-
tional signifïcance of these disparities is not yet clear. Actually,
no definite rôle has been assigned to the AT, receptor (8). It is
possible that there is more than one gene for the AT, receptor
and that these are differentially expressed in the varions Ail
target tissues. Two genes, coding for the AT, type lA and type
IB receptors, have already been identified in rodents (40-43).
Another possibility is that différent post-translational modifi
cations of a single gene product occur within individuel target
tissues. Further studies are needed to détermine the rôle of
carbohydrates in establishing the pharmacological properties
(affinity and activity) of the AT, receptor. Carbohydrates could
also contribute to the stability of the receptor, its intracellular
trafficking, and its membrane targeting. The cloning and
expression of the AT, receptor will certainly furnish interesting
information about these questions.
In conclusion, we have characterized the biochemical prop
erties of AT, receptors from three différent tissues. We have
shown that AT, receptors are highly glycosylated proteins. We
also showed that the size of glycosylated AT, receptors from
différent tissues is very heterogeneous and that the basis for
this heterogeneity is the varying degree of glycosylation. It will
be interesting, once a physiological action is assigned to the
AT, receptor, to investigate the functional signifïcance of gly
cosylation.
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Analysis of the rôle of N-glycosylation In cell-surface expression and
binding properties of anglotensin II type-2 receptor of rat
pheochromocytoma cells
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We previously demonstrated that the AT, receptor is a glyco-
protein containing N-linked oligosaccharide side chains and
that the marked disparity between the sizes of AT, receptors
from différent tissues was related to différent degrees of N-
giycosylation. In the présent study, we used an inhibitor of
N-glycosylation, tunicamycin, as well as an endoglycosidase,
glycopeptidase-F, to examine the contribution of carbohydrate
moieties to the ligand-binding properties, cell-surface expression
and apparent molecular mass of AT, receptors of rat pheo
chromocytoma cells (PC-12 cells). Photoaffinity labelling of cell-
surface AT, receptors revealed that PC-12 cells grown in the
presence of tunicamycin expressed, in addition to the previously
described 140 kDa receptor, lower-molecular-mass receptors of
63 kDa, 47 kDa and 32 kDa. Lectin afiinity chromatography
revealed that the 63 kDa and the 47 kDa receptors are partially
glycosylated and that the 32 kDa receptor is completely
deglycosylated. Compétitive binding expcriments were carried
out on tunicamycin-treated cells that expressed predominantly
the 63 kDa or the 47 kDa receptors. Both receptor forms
exhibited a high affinity for anglotensin II, although a slight
decrease (of about 2-fold) was consistcntly observed on
tunicamycin-treated cells as compared with control cells. Endo
glycosidase digestion of AT, receptors of PC-12 cells also yielded
smaller receptor forms of 47 kDa and 32 kDa. Similarly, anglo
tensin II showed a high but slightly decreased binding affinity (of
about 2-fold) for deglycosylated membranes as compared with
control membranes. In conclusion, the stepwise action of tuni
camycin suggests the presence of at least three N-linked oligo
saccharide side chains on the AT, receptor of PC-12 cells. These
oligosaccharide side chains have a minor contribution to the
affinity of the receptor. Interestingly, glycosylation is not an
essential requirement for the expression of AT, receptor at the
surface of PC-12 cells.
INTRODUCTION
Anglotensin II (Angll) is the active component of the renin-
angiotensin System and produces a wide variety of physiological
effects, including vascular contraction, aldosterone sécrétion,
catecholamine release, glycogenolysis, and decreased rénal
filtration [1,2]. Angll has also reccntly been shown to promote
myoproliferation in heart and vascular tissues (3). The recent
development of sélective ligands pcrmitted the identification of
two Angll receptor subtypes, designated AT, and AT, [4]. The
AT, receptor is preferentially recognized by DuP 753 (Losartan),
whereas the AT, receptor is preferentially recognized by PD
123177 [5-7]. Losartan antagonizes ail of the known physiological
effects of Angll, indicating that these actions are related to the
activation of AT, receptor [8].
AT, receptor is présent in a wide variety of tissues, including
rat adrenal medulla, rat brain, rat ovarian granulosa cells, rabbit
and human utérus, mesenchymal tissues of rat fétus, and in a
large number of cell fines including Swiss 3T3 cells and PC-12
cells [8]. Although most of the physiological actions of Angll are
mediated by the AT, receptor, some recent data suggest a
physiological rôle for the AT, receptor. Cultured neurons from
neonatal rat brain contain almost exclusively AT, receptor that
médiates a réduction in basai cyclic GMP level [9]. This réduction
is blocked by PD 123177 or CGP 42112A but not by DuP 753.
Furthermore, it was reported that particulate guanylate cyclase
activity of rat adrenal glomerulosa cells and PC12W cells was
inhibited by Angll [10]. This effect, which could not bc repro-
duced by two independent groups [11,12], was shown to dépend
on the activation of a phosphotyrosine phosphatase that was not
blocked by DuP 753, suggesting that it was mediated through
AT, receptors. Interestingly, a recent study showed that the AT,
receptor of PC-12 cells inhibits protein tyrosine phosphatase [13].
In human astrocytes and mouse adipocytes, prostaglandin syn-
thesis appears to be partly related to the activation of AT,
receptors [14,15]. It was also recently shown that Angll stimu
lâtes, via the AT, receptor, the delayed rectifier K' current in
cultured neurons from neonatal rat brain [16]. The démonstration
that many neonatal tissues, including brain, express high levels of
AT, receptors has also led to the suggestion that these sites are
somehow involved in development [17].
The potent photolabel '"I-[Sar',VaP,p-benzoyl-Phe«]AngII
('"I-Angll-Bpa) was very useful for the biochemical charac-
terization of AT, receptors from différent tissues [18,19]. In a
recent report, we showed that the AT, receptor, like several other
membrane receptors, is a glycoprotein. We also demonstrated
that the size variability of AT, receptors from différent tissues
was related to différent degrees of N-glycosylation [19], The rat,
mouse and human AT, receptors were recently cloned. The
sequences revealed that the AT, receptor belongs to the G-
protein-coupled class of receptor with seven transmembrane
domains [13,20-22]. The three sequences contain five conservcd
Abbrevial.ons used Angll, angiolensin II, Angll-Bpa (Sar'ValVbenzoyl-Phe»|angioiensm II PNGase-F, glycopeplidase-F WGA wheal aerm
aggluiinin ConA concanavairn A. Endo H. endoglycosidase H
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asparagine residues in Iheir N-termini which are potential sites
for N-glycosylation (consensus sequence Asn-Xaa-Ser/Thr,
where Xaa can be any amino acid except proline or aspartate
[23]). The presence of such consensus sequences in the N-termini
of most members of the G-protein-coupIed receptor superfamily
suggests that N-glycosylation may play important rôles in
receptor expression and/or functions. The purpose of the présent
study was to assess the rôle of N-glycosylation in the expression
and the ligand-binding properties of the AT, receptor. The effect
of an inhibitor of N-glycosylation, tunicamycin [24], and of an
endoglycosidase, glycopeptidase-F (PNGase-F) [25], were
evaluated on cultured PC-12 cells and on crude membrane
préparations from Ihese cells. Our results reveal that N-
glycosylation has only a minor influence on the binding properties
and is not essential for the targeting of AT, receptors to the cell
surface.
presoaked glass-fibre filters (Whatman GF/C) and three rapid
washes with 2 ml of cold médium. The receptor-bound radio-
activity was analysed by gamma counting.
Angfl binding assay wlUi Intact PC-12 cells
PC-12 cells were washed twice and gently scraped with a rubber
policeman. The cells were then submitted to five strokes. of a
Dounce homogenizer (loose pestle) to disperse the majority of
cell clusters. After this treatment, the cell viability determined by
Trypan Blue exclusion was greater than 80%. The cells were
diluted to a final concentration of 500-1000 cells//rl in a médium
containing 25 mM Tris/HCl, pH 7.4, 100 mM NaCl, 5 mM
MgCl,, 1 mM EDTA, 2 mg/ml BSA, 0.1 mg/ml bacitracin and
50/(g/ml soybcan trypsin inhibitor. The binding assay was
fterformed as already described.
EXPERIMENTAL
Cell culture
PC-12 cells (2 X 10' cells or 4 x 10* cells) were plated into 75 cm'
culture dishes and grown in Dulbecco's modified Eagle's médium
supplemented with 10% (v/v) fetal bovine sérum, 50 units/ml
penicillin, 60 /(g/ml streptomycin and 2 mM L-glutamine. Cells
were kept in culture at 37 °C, in a CO, incubator, and the
médium was changed daily or every other day depending on the
State of confluency.
Tunicamycin treatment
Two différent protocols were used. Tunicamycin (0.3 /(g/ml) was
added 24 h after plating and the cells were grown for 3 days.
Altematively, tunicamycin (1 /(g/ml) was added 48 h after plating
and the cells were grown for 2 days. Viability of tunicamycin-
treatcd cells was determined by Trypan Blue exclusion and was
always similar to that of control cells. Howcver, tunicamycin
significantly rcduced the rate of cell growth. When similar cell
densities were required at the end of a spécifie treatment,
tunicamycin-trcated cells were usually plated at twice the density
of control cells. Om tunicamycin préparation contained A, B, C
and D isomers [24] in proportions of 3 %, 41 %, 34% and 20%
respectively.
Préparation of PC-12 cell membranes
Cell culture médium was removed and the cells were washed
twice with 25 mM Tris/HCl, pH 7.4, 100 mM NaCl, 5 mM
MgCl,. The cells were submitted to three cycles of freezing and
thawing followed by homogenization with five strokes of a
Dounce homogenizer (tight pestle) in the same médium. The
homogenate was centrifuged at 34000 g for 20 min and the
resulting pellet was resuspended in the same médium at a final
concentration of 1-2 mg of protein/ml, and stored at —70 °C.
Ail procédures were done at 0 °C. The protein content was
determined by the method of Lowry et al. [26].
Angll binding assay with PC12 cell membranes
PC12 cell membranes (5-10/(g of protein) were incubated in
médium containing 25 mM Tris/HCl, pH 7.4, 100 mM NaCl,
5 mM MgCl,, 1 mM EDTA, 2 mg/ml BSA, 0.1 mg/ml bacitracin
and 50/(g/ml soybcan trypsin inhibitor. '"1-Angll and selected
concentrations of Angll were added in a final incubation volume
of 500/(1. Incubations were performed at 37 °C for 180 min.
Non-spccific binding was determined in the presence of 1 /iM
Angll. Incubations were tcrminated by vacuum liltration through
Photoafflnity labelling
PC-12 cell membranes or PC-12 cells were incubated with 5 nM
'"I-Angll-Bpa in 1 ml of médium containing 25 mM Tris/HCl,
pH 7.4, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 1 mM EDTA, 2 mg/ml
BSA, 0.1 mg/ml bacitracin and 50 /(g/ml soybean trypsin in
hibitor. After 45 min at room température, the samples were
washed by centrifugation (cells, 200 g; membranes, 13000 g) and
irradiated for 60 min at 0 °C under filtered UV light (365 nm)
[the mercury vapour lamp (JC-Par-38) were piu'chased from
Westinghousc and the Raymaster black light filters (no 5873)
were purchased from Gates and Co., Inc. (Long Island, NY,
U.S.A.)]. Irradiated membranes were incubated for 60 min at
37 "C, in denaturing buffer containing 60 mM Tris/HO, pH 6.8,
10% (v/v) glycerol, 2% (w/v) SDS, 125 mM dithiothreitol and
3% (w/v) Bromophenol Blue. The material was then divided
into aliquots and stored at —20 °C until required for fiuther use.
For irradiated cells, cell membranes were prepared prior to
denaturation,
Endoglycosidase digestion of solublllzed material
For PNGase-F digestion, photoafifinity labelled membranes
(2 mg of protein) were solubilized for 1 h at 37 °C in a médium
containing 100 mM sodium phosphate, pH 7.2, 25 mM EDTA,
5 mM NaN„ 1 % (w/v) SDS, 0.2 mg/ml bacitracin, 0.2 mg/ml
soybean trypsin inhibitor and 2 mM PMSF. Aliquots (10 /d) of
the solubilized material (corresponding to 130/ig of protein)
were added to a deglycosylation buffer containing 100 mM
sodium phosphate, pH 7.4, 25 mM EDTA, 5 mM NaN,, 1 %
(w/v) Nonidet P-40, 0.1 mg/ml bacitracin, 0.1 mg/ml soybean
trypsin inhibitor and 1 mM PMSF. Différent amounts of
PNGase-F were added to a final volume of 50 /d. Incubations
were performed at 37 °C for 3 to 6 h. For endoglycosidase H
(Endo H) digestion, photoaffinity labelled membranes (1 mg of
protein) were solubilized for 1 h at 37 °C in a médium containing
50 mM sodium citrate, pH 5.5, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA,
1 % (w/v) SDS, 0.2 mg/ml bacitracin, 0.2 mg/ml soybean trypsin
inhibitor and 2 mM PMSF. Aliquots (8 /d) of the solubilized
material (corresponding to 100/(g of protein) were added to a
deglycosylation buffer containing 50 mM sodium citrate, pH 5.5,
100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.1 mg/ml bacitracin, 0.1 mg/ml
soybean trypsin inhibitor and 1 mM PMSF. Endo H (50 m-
units) was added to a final volume of 100 /il. Incubations were
performed at 37 °C for 3 to 20 h. Endoglycosidase digestions
were tcrminated by addition of an equal volume of double-
strcngth denaturing buffer (previously described) and incubation
al 37 °C for an additional hour. The resulting material was
immcdiatcly analysed by SDS/PAGE or was stored at -20 °C.
N-glycosylation of the AT^ receptor in PC-12 cells
Endoglycosidase digestion of membranes
PC-12 membranes (700//,g of protein) were resuspended in a
médium containing 100 mM sodium phosphate, pH 7.2, 25 mM
EDTA, 5 mM NaNg, 0.1 mg/ml bacitradn, 0.1 mg/ml soybean
trypsin inhibitor, 1 mM PMSF and 20 units of PNGase-F, in a
final incubation volume of 100/rl. Control membranes were
resuspended in the same buflfer in the absence of PNGase-F.
Membranes were incubated for 20-24 h at 37 °C. At the end of
incubation, membranes were centrifuged and resuspended in the
binding buffer. Aliquots were removed for photoaffinity labelling
and the remaining membranes were used immediately in the
binding assay.
SDS/PAGE
Electrophoresis was carried out as described by Laemmli [27].
Denatured proteins (25-50 /rg) were subjected to electrophoresis
on 9% or 12% polyacrylamide gels and were run at 95 V for
approx. 2-3 h. Gels were stained with 0.05 % (w/v) Coomassie
Brilliant Blue and dried before autoradiography on Kodak X-
Omat AR films. Exposures lasted for 1-4 weeks.
Lectin affinity chromatography
Lectin affinity chromatrography was performed according to the
protocol of Boege et al. [28] with slight modifications. Wheat
germ agglutinin (WGA)-Sepharose and concanavalin A
(ConA)-Sepharose (700 /ri-1000 fû wet bed volume) were equi-
librated with 12 ml of 25 mM Tris/HCl, pFI 7.4, 100 mM NaCl,
5 mM MgCl^, 2 mM CaCl^, 2 mM MnCl^ and 0.1 % Triton X-
100. Photoaffinity labelled membranes were solubilized in the
same médium containing 1 % Triton X-100,0.1 mg/ml bacitradn
and 0.1 mg/ml soybean trypsin inhibitor, for 1 h at 0 °C.
Detergent extracts were diluted to a final concentration of 0.1 %
Triton X-100 and 1-2 mg of solubilized protein were incubated
with the lectin at 4 °C for 16-20 h under gentle agitation. The
lectin was then transferred into a Poly-Prep chromatrography
column (Bio-Rad) and the pass-through fraction was collected
and kept on ice. The lectin were washed at room température
with 4 to 8 ml of the same buffer until ail unbound radioactivity
was washed out. Spécifie elution was initiated with 20 mM
sodium borate, pH 8.0, 1 M NaCl, containing 0.5 M A-acetyl-D-
glucosamine for WGA and 0.5 M a-methyl D-mannopyranoside
for ConA. Eluted proteins were precipitated with 7.2% (w/v)
trichloroacetic acid and centrifuged at 13000^ for 10 min at
4 °C. The proteins were dissolved in denaturing buffer and
subjected to SDS/PAGE and autoradiography.
Materials
BSA, bacitracin, soybean trypsin inhibitor, WGA-Sepharose
6MB, ConA-Sepharose 4B, A-acetyl-D-glucosamine, a-methyl
D-mannopyranoside and tunicamycin were from Sigma Chemical
Co. (St. Louis, MO, U.S.A.). Tunicamycin (1 mg/ml) was
dissolved in 0.1 M NaOH, sterile-filtered and stored at 4 °C.
PNGase-F (EC 3.5.1.52) and Endo H (EC 3.2.1.96) (lyophilized)
were from Boehringer Mannheim. Angll-Bpa was synthesized in
our laboratories. '"1-Angll and '"1-AngIl-Bpa (spécifie radio
activity ~ lOOOCi/mmol) were prepared with lodogen as de
scribed by Fraker and Speck [29]. Briefly, 50 /tl of the peptide
solution (0.2 mM) was incubated with 5 /«g of lodogen (Pierce
Chemical), 1 mM Na'"l (2200 Ci/mmol), 10/d of acetic acid
(2 M) and 30/d of water for 30 min at room température. The
labelled hormones were purified by HPLC on a C-18 column
(Allteck Associates Inc.; no. 29004) with a 20-40/o acetonitrile
gradient. The spécifie radioactivity of the labelled hormones was
determined by self-displacement and saturation binding analysis.
RESULTS
Treatment with tunicamycin
PC-12 cells were grown for différent periods of time in the
presence of tunicamycin, an antibiotic which blocks the formation
of the first lipid intermediate (A-acetylglucosamine-
phosphoryldolichol bisphosphate) of the dolichol pathway of
protein glycosylation [24]. Figure 1(A), lane 1, shows that the
ATj receptor of untreated cells migrated as a single broad band
with an apparent molecular mass of 140 kDa, as previously
described [19]. After 24 h of treatment with 0.3 /tg/ml tunica
mycin, three additional thinner bands with apparent molecular
masses of 63 kDa, 47 kDa and 32 kDa appeared in addition to
the original 140 kDa receptor band (Figure 1 A, lane 3). Similar
results were obtained with PC-12 cells adhèrent to culture dishes,
eliminating the possibility of labelling intracellular receptors
(Figure IC). After 48 h of treatment, a major proportion of the
140 kDa receptor form had disappeared and was apparently
replaced by the 63 kDa and 47 kDa receptor forms and to a
lesser extent, the 32 kDa receptor form (Figure lA, lane 4).
Densitometric analysis of the bands revealed that, under these
conditions, the 63 kDa receptor form was prédominant at the
surface of PC-12 cells. This receptor form represented 52% of
the cell-surface labelling whereas the 47 kDa and the 32 kDa
receptor forms represented 30% and 2.4% of the cell-surface
labelling respectively. The 140 kDa receptor form represented
16% of the cell-surface labelling under these conditions. After a
72 h exposure to tunicamycin, the proportion of the 140 kDa
receptor form decreased to almost undetectable levels, whereas
the proportions of the other receptor forms slightly increased
(Figure lA, lane 5). Figure 1(A), lane 2, shows that the spécifie
labelling of the native AT^ receptor of PC-12 cells was completely
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Figure 1 Effect of tunicamycin on
receptors
the celi-surtace expression of AT^
(A) PC-12 cells were grown in the presence of 0.3 /(Q/mi tunicamycin for 0 h (untreated cells;
lanes 1 and 2), 24 h (lane 3). 48 h (lane 4), and 72 h (lane 5). Cells were then genlly dispersed
and photoaffinity labelled with '^TAnglI-Bpa (5 ntvl) as described In the Expérimental section.
Non-specitic labelling was evaluated in the presence et 1 fM Angll (lane 2). Labelled proteins
were separated on a 12% separating gel, tollowed by autoradiography. Protein standards of the
indicated molecular masses (kDa) were run in parallel. These results are représentative of three
separate experiments. (B) PC-12 cells were treated with 1 /rg/ml tunicamycin for 0 h (untreated
cells: lane 1). 4.5 h (lane 2), 8 h (lane 3), 21 h (lane 4), and 32 h (lane 5). Labelled proteins
were then analysed as described in (A). These results are représentative of three separate
experiments. (C) PC-12 cells were treated with 0.3 /tg/ml tunicamycin for 24 h, after whIch
adhèrent Intact cells were phofolabelled with '^^I-Angll-Bpa (5 nM). Photoaffinity labelling was
carried out In the absence (lane 1 ) or in the presence (lane 2) of 1 /M Angll. Labelled proteins
were then analysed as described in (A). These results are représentative of three separate
experiments.
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Figure 2 WGA-Sepharose afflnily chromatrography of AT^ receptor forms
PC-12 cells were grown in the presence of tunicamycin (1 /«g/ml) for 27.5 fi. Cell membranes
were then prepared and AT2 receplors were photolabelled with "^l-Angfl-Bpa, solubilized with
1% Triton X-100 and adsorbed on WGA-Sepharose before elutlon with 0.5 Ivl W-acetyl-e-
glucosamlne as described In the Expérimental section. The eluates were then precipitated with
trichloroacetic acid and subjected to SDS/PAGE and autoradiography. Lane 1 corresponds to
proteins thaï did not adhéré to the WGA-Sepharose (pass-through). Lane 2 corresponds to
materlal recovered atter a wash with 8 ml ot incubation butter and lane 3 corresponds to the
proteins eluted with tV-acetyl-D-glucosamine. Arrowheads indicate the molecular masses (kDa)
ot the différent AT^ receptor torms. Identical results were obtalned In three Independent
experiments.
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abolished in the presence of a high concentration of Angll
(1 /«M). Figure 1(C), lane 2, shows that the spécifie labelling of
the ATj receptor in 24 h-tunicamycin-treated cells was also
abolished in the presence of I /iM Angll.
When PC-12 cells were grown in the presence of a higher dose
of tunicamycin (1 /«g/ml), the rate of appearance of the ATj
receptor forms and their relative proportions at the cell surface
were modified. Figure 1(B), lane 2, shows that after 4.5 h of
treatment under these conditions, PC-12 cells expressed only the
mature 140 kDa receptor form, which was also expressed by
untreated cells (Figure IB, lane 1). After 8 h of treatment with
1 /«g/ml tunicamycin, the previously described 63 kDa, 47 kDa
and 32 kDa receptor forms were already apparent in addition to
the 140 kDa receptor form (Figure IB, lane 3). When the
treatment was prolonged to 21 h, approximately half of the
140 kDa receptor form was replaced by the 63 kDa, 47 kDa and
32 kDa receptor forms (Figure IB, lane 4). These receptor forms
represented respectively 5%, 31 % and 3% of the total labelling
as revealed by densitometric analysis. When the treatment was
prolonged to 32 h, the proportion of the 140 kDa receptor form
decreased to 31 % with a concomitant increase of the 63 kDa,
47 kDa and 32 kDa receptor forms to 15%, 45% and 9%
respectively. These results demonstrate that PC-12 cells, grown
in the presence of tunicamycin, express at their surface AT^
receptors of différent apparent molecular masses. Furthermore,
the relative proportions of these différent receptor forms vary
depending on the dose of tunicamycin used.
The glycoprotein nature of the différent AT^ receptor forms
was verified by WGA-Sepharose affinity chromatography. Fig
ure 2 (lane 3) shows that the 140 kDa and the 47 kDa receptor
forms were retained by the lectin and recovered on spécifie
elulion with AZ-acetyl-o-glucosamine, confirming their glyco-
Figure 3 Endoglycosidase digestions of photoaffinity labeiled AT, receptor
(A) Photoaffinity labeiled membranes were soiubllized and Incubated with PNGase-F for 6 ti at
37 °C, under conditions described in the Expérimental section. Aiiquots were then denatured
and subjected to gel eiectrophoresis on a 12% separating gel, toiiowed by autoradiography. Lane
1, contrai; lane 2, PNGase-F 1 unlt/mi; lane 3, PNGase-F 3.33 units/ml; lane 4, PNGase-F
10 units/ml: lane 5, PNGase-F 33 unlts/ml; lane 6, PNGase-F 100 units/ml. (B) Photoaffinity
labeiled membranes were solubilized and Incubated at 37 °C, In the presence (-F) or In the
absence { —) of Endo H (50 m-units) for différent perlods ot time: lanes 1 and 2 (3 h); lanes
3 and 4 (6 h); lanes 5 and 6 (10 h); lanes 7 and 8 (20 h). Allquots were then denatured and
subjected to gel eiectrophoresis on a 10% separating gel, followed by autoradiography. Protein
standards ot the Indicated molecular masses (kDa) were run In parallel. These experiments are
représentative ot two simllar observations.
protein nature. The 32 kDa receptor form did not bind to the
lectin and appeared exclusively in the pass-through fraction,
suggesting that this receptor form is totally deglycosylated
(Figure 2, lane 1). Trace amounts of the 47 kDa receptor form
were also discernible in the pass-through fraction, reflecting a
weaker interaction with the lectin, probably due to its lower
saccharide content. The 63 kDa receptor form, produced in large
amounts after 72 h of treatment with 0.3 /«g/ml tunicamycin,
was also retained by the lectin, confirming the glycoprotein
nature of this receptor form (results not shown). These results
suggest that the 32 kDa receptor form corresponds to the
completely deglycosylated protein and that the larger receptor
forms of apparent molecular masses of 47 kDa and 63 kDa are
partially glycosylated forms of the mature 140 kDa AT.^ receptor.
Additional lectin-affinity chromatography experiments showed
that native AT, receptor does not adhéré to ConA-Sepharose,
indicating that this receptor does not contain a high-mannose
type of carbohydrate chain. This conclusion is supported by the
results shown in Figure 3(B), indicating that AT.^ receptor is
N-glycosylation of the ATj receptor in PC-12 cells
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Figure 4 Phofoaffinlty labelling of celi-surface ATj receptor after treatmenl
with 1 /rg/ml tunlcamycln
Untreated PC-12 cells (lane 2) and 48 h-tunicamycin-treated cells (lane 1) were photolabelled
with '^^I-Angll-Bpa as described in the legend of Figure 1. Cell meinbranes were prepared and
the material was solubilized in denaturing buffet and subjected to electrophoresis on a 12%
separating gel. Protein standards of the indicated molecular masses (kDa) were run in parallel.
Similar results were obtained in four separate experiments.
insensitive to Endo H treatment, under conditions where it is
sensitive to PNGase-F treatment (Figure 3A).
Binding studies on tunicamycin-treated cells and deglycosylated
membranes
PC-12 cells were first treated with 1 /tg/ml tunicamycin, a
condition in which the 47 IcDa receptor form was prédominant at
their surface. Figure 4 (lane 1) shows that the 47 kDa receptor
form represented 46% of the total cell-surface labelling. The
140 kDa, 63 kDa and 30 kDa receptor forms represented re-
spectively 30%, 17% and 6% of the total cell-surface labelling,
as previously described (Figure IB). Untreated cells expressed
only the mature 140 kDa receptor form (Figure 4, lane 2).
Compétitive binding experiments were carried out with '"I-
Angll and increasing concentrations of Angll. Figure 5(A)
shows that '^^I-Angll binding was slightly reduced on treated
cells as compared with untreated cells, with binding values of
2300 c.p.m. and 3800 c.p .m. respectively. Increasing concen
trations of unlabelled Angll effectively inhibited '"I-Angll
binding to both treated and untreated cells to a similar non-
specific binding value of about 500 c.p.m. In Figure 5(B), the
same binding data were transformed into values relative to the
total binding observed in the absence of unlabelled Angll. The
half-maximal inhibitory concentrations (IC^J were 0.65 nM
for treated cells and 0.27 nM for untreated cells. Scatchard
analysis of the same binding data (shown in Figure 5C) yielded
values of 0.54 nM and 0.21 nM for the AT., receptor of
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Figure 5 Binding properties of ATj receptor after treatment i«ith 1 /rg/ml
tunicamycin
(A) PC-12 cells were grown in the presence of 1 /tg/ml tunicamycin for 48 h. At the end of
the treatment, tunicamycin-treated cells (O) and control cells (•) were incubated at 37 °C
in médium containing '^^i-Angil (58966 c.p.m.; 0.07 nly|) and increasing concentrations of
unlabelled Angll. Atter 3 h, the incubation was stopped by fiitration. Each binding value
corresponds to the mean + S.D. of a triplicate détermination. This experiment is représentative
of four similar observations. (B) The binding data were transformed into values relative to the
total binding observed in the absence of unlabelled Angll and were corrected for non-specific
binding. (C) Scatchard analysis of the same binding data.
treated and untreated cells respectively. Both curves converged
towards a similar maximal binding capacity ) of ~ 60000
receptors/cell. These results suggest that the discrepancy in '^^I-
Angll binding observed between tunicamycin-treated cells and
untreated cells is due to a mild 2-fold decrease in binding affinity.
Similarly, compétitive binding experiments were carried out on
PC-12 cells that expressed predominantly the 63 kDa receptor
form. Figure 6 (lane 2) shows that after a treatment of 72 h with
0.3 yrg/ml tunicamycin, the 63 kDa receptor form accounted for
67 % of the cell-surface labelling. The 47 kDa and 32 kDa
receptor forms accounted for the remaining 33% of the cell-
surface labelling. Untreated cells expressed only the mature
140 kDa receptor (Figure 6, lane 1). Figure 7 shows that in
G. Servant and ottiers
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Figure 6 Photoaffinity labelling of cell-surface ATj receptors after treatment
with 0.3 //g/ml tunicamycin
Unlrealed cells (lane 1) and 72 h-tunicamycin-treated cells (lane 2) were photolabelled with '^^1-
Angll-Bpa as described in the iegend of Figure 1. Ceil membranes were prepared and the
material was soiubilized in denaturing buffer and subjected to eiectrophoresis on a 9%
separating gei. Prctein standards et the indicated moiecuiar masses (kDa) were run in parallel.
Similar resuits were obtained in ai least three separate experiments.
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Figure 7 Blniling properties of AT^ receptor after treatment witfi 0.3 //g/ml
tunicamycin
PC-12 cells were grcwn in the presence of 0.3 g/ml tunicamycin for 72 h. At the end of the
treatment, tunicamycin-treated ceils (O) and untreated controi celis (•) were incubated at
37 °C in médium containing '^^l-Angll (51 754 c.p.m.: 0.06 nM) and increasing concentrations
of uniabelled Angll. After 3 h. the incubation was stopped by filtration. Data are expressed as
values relative to the total binding observed in the absence of uniabelled Angll and were
corrected for non-specific binding. Each binding value corresponds to the mean + S.D. of a
triplicate détermination. This experiment is représentative of three similar observations.
Figure 8 Enzymic ilegiycosyiation of the ATj receptor
PC-12 ceii membranes (700 /tg) were incubated with (lane 2) or without (iane 1) PNGase-F
(200 units/mi) for 24 h at 37 °G in a médium containing 100 mM sodium phosphate, pH 7.2,
25 mtvl EDTA, 5 mlvl NaNj, 0.1 mg/ml bacitracin, 0.1 mg/ml soybean trypsin inhibitor and
1 mlvf PIvISF. Aliquots corresponding to approx. 100 //g-200 //g of membrane protein, were
photoiabeiied with '^^I-Angll-Bpa and subjected to gei eiectrophoresis on a 9% separating gel,
followed by autoradiography. Protein standards ot the indicated moiecuiar masses (kDa) were
run in parallel. This experiment is représentative of at least three similar observations.
We also verified the effect of endoglycosidase on the AT2
receptor binding affinity. PC-12 cell membranes were submitted
to PNGase-F digestion. Aliquots were photolabelled with
AnglI-Bpa and subjected to SDS/PAGE, while the remaining
membranes were immediately used in the binding assay. Figure
8 (lane 2) clearly shows that after a 24 h treatment with PNGase-
F, PC-12 cell membranes contained almost exclusively the 47 kDa
receptor form, which accounted for 73 % of the labelling. Trace
amounts of the 32 kDa form were also found. Control mem
branes contained only the mature 140 kDa ATj receptor (Figure
8, lane 1). Figure 9(A) shows that ^ "1-Angll binding was higher
on control membranes than on PNGase-F-treated membranes,
with binding values of 4500 c.p.m. and 2700 c.p.m. respectively.
Increasing concentrations of Angll effectively inhibited
Angll binding to a similar non-specific binding value of about
700 c.p.m. Figure 9(B) shows that Angll binding was of high
affinity on both treated and control membranes. Flowever,
deglycosylated membranes displayed a weaker affinity (IC^p of
0.9 nM) for Angll than control membranes (IC^^ of 0.45 nM).
Scatchard analysis of the binding data confirmed that the loss of
'"^I-Angll binding on treated membranes was essentially due to
a 2-fold decrease of binding affinity (Figure 9C). Scatchard plots
yielded values of 0.45 nM and 0.9 nM for control and treated
membranes respectively. The two curves converged towards a
similar B value around 1 pmol/mg of protein.
compétitive binding experiments, Angll binding to both treated
and untreated cells was of high affinity. Flowever, the ATj
receptor of treated cells exhibited a slightly weaker affinity for
Angll (IC511 of 0.37 nM) than that of untreated cells (IC^^ of
0.23 nM). '
DISCUSSION
Membrane-bound receptors for hormones and growth factors
are generaily glycosylated. Of particular interest is the con
servation of consensus sequences for N-glycosylation among
N-glycosylation of the ATj receptor in PC-12 cells 303
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Figure 9 Blndlng properOes of deglycosylated AT, receptors
(A) PC-12 cell noembranes were deglycosylated as described in llte legend cl Figure 7. Control
membranes (•) and deglycosylated membranes (O) (6/tg ot ptolein) were Incubaled al
37 °C in médium conlaining '"l-Angll (133784 c.p.m :0.16 nM) and increaslng concentrations
ot uniabelled Angll. Aller 3 h. the Incubation was slopped by tiltralion. Eacb binding value
represents lire mean ± S.D. o( a Iriplicale détermination. This experimeni is représentative ot
ai leasi Itiree similar observations. (B) The binding data were transtormed into values relative
10 the total binding observed in the absence ot untabelled Angtl and were corrected tor non-
specilic binding (C) Scatchard analysis ot the same binding data
many of the G-protein-coupled receptors. in their extracellular
N-termini. suggesting that the asparagine-linked carbohydrates
may play a général rôle in receptor expression and function. The
rôle of N-glycosylation has been studied mainly by using
inhibitors of N-linked glycosylation and by using spécifie enzymes
that can remove ail or most of the protein-linked carbohydrates.
and more recently by using site-directed mutagenesis of the
consensus séquences for N-glycosylation. In the présent study,
an inhibitor of N-glycosylation. tunicamycm [24], as well as an
endoglycosidase, PNGase-F [25). were utilized to verify the rôle
of N-glycosylation on cell-surface expression and ligand-bindmg
propcrtics of the AT^ receptor of PC-12 cells
The AT. receptor is a glycoprotcin of 68 kDa to 140 kDa
containing N-linked ohgosaccharidc chains [19] The glyco
protcin nature of the AT, receptor was previously confirmed by
its sensitivity to N-endoglycosidase treatment and its spécifie
adsorption to immobilized lectins (19.30). In the présent study.
the effect of tunicamycin further confirmed the glycoprotcin
nature of the AT, receptor of PC-12 cells. Photoaffinity labelling
of cell-surface AT, receptor revealed that in addition to the
mature 140 kDa receptor, PC-12 cells grown in the présence of
tunicamycin expressed lower-molecular-mass receptor fotrns of
63 kDa, 47 kDa and 32 kDa. Lectin affinity chromatography
revealed that the 63 kDa and the 47 kDa receptor forms cor
respond to partially glycosylated AT, receptors. The 32 kDa
receptor form corresponds to the completely deglycosylated AT,
receptor.
Since tunicamycin treatments produced two différent partially
glycosylated forms of the AT, receptor in addition to the
completely deglycosylated 32 kDa receptor, it is suggested that at
least three of the five putative N-glycosylation sequences of the
AT, receptor [13,20] are effectively occupied by oligosaccharide
chains in PC-12 cells. We recently reported that the disparity
between the sizes of AT, receptors from différent tissues, in-
cluding human myometrium and PC-12 cells, is related to
différent degrees of N-glycosylation [19]. Interestingly, the photo-
labelled AT, receptor of human myometrium, which is approxi-
mately half the size of the AT, receptor of PC-12 cells on
denaturing polyacrylatnide gels (68 kDa) [18,19], was also
shown to contain at least three N-linked oligosaccharide chains
[19]. Taken together, these results suggest that the variation of
apparent AT, receptor size may be due either to various degrees
of occupation of putative glycosylation sites or to occupation of
these sites by différent carbohydrate chains.
The AT, receptor is a 363-amino-acid protein with a deduced
molecular mass of 41 kDa [13,20]. This value is slightly-faigcr
than that observed after complété deglycosylation of the AT,
receptor by endoglycosidase, where a value of 31 kDa to 33 kDa
was cstimated ([19,30]; this study). A simple explanation for this
discrepancy would be proteolytic cleavage of the AT, receptor
occurring during the deglycosylation experiments. However, the
consistent observation of a lower-molecular-mass protein after
either in vitro or in vivo deglycosylation of the AT, receptor
argues against this possibility. Rather, we believe that this
discrepancy is merely due to a limitation of the electrophoresis
technique, which does not always provide the actual molecular
masses of proteins. A similar phenomenon was observed in the
case of AT, receptor when Carson et al. [31] revealed a molecular
mass of 34 kDa for the deglycosylated AT, receptor of bovine
adrenal cortex, whereas Sasaki et al. [32] revealed a molecular
mass of 41 kDa after cloning and sequencing the protein. Dur
results show that PC-12 cells grown in the presence of tunicamycin
express différent AT, receptor forms that are targeted to the
plasma membrane.
Interestingly, the use of différent doses of tunicamycin signifi-
cantly changed the rate of appcarance of the différent AT,
receptor forms and their relative proportions at the surface of
PC-12 cells. The lower dose produced predominantly the 63 kDa
receptor form, whereas the higher dose produced predominantly
the 47 kDa receptor form. It may reflect a différent susceptibility
of the putative N-glycosylation sites, to the size of lipid-linked
oligosaccharide pools. The action of tunicamycin is to diminish
the pool of lipid-linked oligosaccharides that are transferred to
the nascent protein by a glycosyltransferase [24). Hercin, it has
bccn proposcd that glycosyltransferase values may be site-
dcpcndent on the nasccnt protein [33).
N-glycosylation is rcquircd for transport and function of some
sccrctcd and intégral membrane proteins but not for others and
this reqiiircmenl cannot yct bc prcdictcd for any givcn protein.
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Partial glycosylation is required for processing and/or hormonc-
binding activity of insulin receptor [34,35], epidcrmai-growth-
factor receptor [36,37], nicotinic acetylcholine receptor [38], and
members of the G-protein-coupIed class of receptors, including
the vasoactive intestinal peptide receptor [39], somatostatin
receptor [40] and /î-adrenergic receptor [41,42]. The main purpose
of the présent study was to verify the rôle of N-glycosylation in
the cell-surface expression and the ligand-binding properties of
the AT, receptor. Our results clearly showcd that partially and
totally deglycosylated AT, receptors are effectively targeted to
the plasma membrane of PC-12 cells. Further studics are needed
to assess the rôle of N-glycosylation in the rates of synthesis,
translocation and the stability of the AT, receptor. Our results
also showed that high binding affinity is not lost after in vivo
deglycosylation of the AT, receptor to the 63 kDa and the
47 kDa receptor forms. High binding affinity was also maintained
after cnzymic deglycosylation of the AT, receptor to the 47 kDa
and 32 kDa receptor forms. Similarly, other groups also showed
that N-glycosylation was not a requirement for cell-surface
expression and high binding affinity of some G-protein-coupled
receptors, including the AT, receptor [43] and the m2 muscarinic
receptor [44].
Although high binding affinity was maintained after
deglycosylation in vivo or in vitro, a slight (2-fold) decrease of
binding affinity was consistently observed on deglycosylated AT,
receptor populations. This decrease in binding affinity could
resuit from a déficient coupling of the deglycosylated AT,
receptor with its G-protein or with a putative effector. However,
the direct coupling of the AT, receptor with a G-protein or with
an intracellular effector pathway is still a subject of controversy.
A simpler explanation would be that carbohydrates play a
modest rôle in the binding conformation of the AT, receptor. It
is likcly that the functional significance of this minor effect may
not be important. Similarly, partial deglycosylation of the
vasoactive intestinal peptide receptor resulted in a 3-fold ré
duction of the agonist binding affinity. It was suggested that
deglycosylation-induced altération of the binding affinity oc-
curred at the receptor level, since the deglycosylated receptor
exhibited a normal capability to interact with the stimulatory G-
protein G, [39].
In conclusion, we have demonstrated that N-glycosylation of
the AT, receptor is not a requisite for its cell-surface expression
or its ligand-binding properties. Further studies are needed to
détermine the significance of N-glycosylation on the AT, re
ceptor. Some interesting hypothèses are that it could contribute
to the stability of the receptor, to its coupling to intracellular
effector pathways or to its intracellular transit time.
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SUMMARY
To identify binding domains between angiotensin II (AngU) and its type 2 receptor
(AT2), two différent radiolabeled photoreactive analogs were prepared by rcplacing eidier the
first or the last amino acid in the peptide with p-benzoyl-Lrphenylalanine (Bpa). Digestion of
photolabeled receptors with kallikrein revealed that the two photoreactive analogs label the
amino-terminal part of the receptor within the first 182 amino acids. Digestion of ^ ^I-
[Bpai] AngU-AT2 receptor complex with endoproteinase Lys-C produced a glycoprotein of
80 kDa. Deglycosylation of this 80 kDa product decreased its apparent molecnlar mass (M,)
to 4.6 kDa and fiirther cleavage of this 4.6 kDa product with V8 protease decreased its to
3.6 kDa, circumscribing the labeling site of ^ 25i.[Bpai]Angn within amino acids 3-30 of
AT2 receptor. Treatment of ^25i-[Bpa8]Angn-AT2 receptor complex with cyanogen bromide
produced two major receptor fragments of 3.6 kDa and 2.6 kDa. Cyanogen bromide
hydrolysis of a mutant AT2 receptor, produced two major fragments of 12.6 kDa and 2.6
kDa defining the labeling site of i25i_[Bpa8]Angn within residues 129-138 of AT2 receptor.
Our results indicate that the aniiino-teiminal tail of the AT2 receptor interacts with the amino-
terminal end of Angll whereas the inner half of the third transmembrane domain of AT2
recq)tor interacts with the carboxyl-terminal end of AngU.
INTRODUCTION
The octapeptide angiotensin n (AngII)i recognizes two distinct types of receptors on taiget
cells: the type 1 receptor (ATi) and the type 2 receptor (AT2). The ATi receptor médiates ail
the known physiological acticMis of Angll including regulation of blood pressure and of water
and electrolyte balance (1). The fùnctionnal rôles of the AT2 receptOT are not well defined yet
but recent studies suggest that it could act as a physiological antagonist of ATi-mediated
pressor effect and also regulate central nervous System fonctions related to locomotion and
exploratory behavior (2, 3). Other studies also suggest that the AT2 receptor inhibits cell
prolifération and induces cell death (4, 5). ATi and AT2 receptors have been cloned ftom
several species. They are members of the G protein-coupled receptor superfamily, which is
characterized by seven putative transmembrane helices. ATi and AT2 receptors display a low
degree (33%) of amino acid sequence similarity (6-9).
The elucidation of primary structures of numerous G protein-coupled receptors has
prompted investigators to look for and identify domains in receptors directly involved in
ligand binding. Most of this work was done on members of the 6-adrenergic receptor family
which bind bioamines (< 0.2 kDa) in the outer third of the plasma membrane between
transmembrane helices (10). Ligand-binding domains have also been identified for larger
agonist (>10 kDa) such as thyroid stimulating hormone and follicule stimulating hormone
which bind to the extracellular amino-terminal région of their G protein-coupled receptors
(11). TTie ligand-binding domains of G protein-coupled receptors for small bioactive peptides
(0.5-5 kDa) have not been fùlly characterized. Recent studies suggest, however, that certain
proximal loop régions as well as transmembrane régions may be important binding
déterminants (12-16).
The localization of ligand-binding domains in the G protein-coupled receptor family
bas been mostly studied using approaches such as, site-directed mutagenesis, deletion
analysis, and construction of chimeric receptors (17). Since these mutations may affect
hormone binding indirectly by alteiing the conformation of a receptor or its expression at the
plasma membrane, a more direct approach for the identification of the AT2 receptor ligand-
binding domains should be envisaged. We previously reported the covalent labeling of the
AT2 receptor with the photoreactive Angll analog [Bpa^JAnglI (18-20). In the présent study,
another high affinity photoreactive analog was prepared by replacing the amino-terminal end
of Angll with Bpa. These two photoreactive AngU analogs were used to label the AT2
receptor of PC-12 cells. The peptide-binding domains of the receptor were identified with
each ligand after targetted enzymatic and chemical firagmentation.
EXPERIMENTAL PROCEDURES
Materials— Bovine sérum albumin (BSA), bacitracin, soybean trypsin inhibitor and
cyanogen bromide (CNBr) were from Sigma Chemical co. (St-Louis, MO, U.SA.). L-
158,809 and PD 123319 were générons gifts from Merck and Parke-Davis Wamer-Lambert,
respectively. Glycopeptidase-F (PNGaseP) (EC 3.5.1.52), V8 protease (EC 3.4.21.19),
endroproteinase Lys-C (endo Lys-C) (EC 3.4.21.50) and tissue kallikrein (EC 3.4.21.35)
were from Boehringer Mannheim. The cDNA clone of the rat AT2 receptor subcloned in the
mammalian expression vector pcDNAl was kindly provided by Dr. K.J. Catt (National
Institutes of Health, Bethesda, MD). Lipofectamine and culture média were obtained from
GIBCO Life Technologies (Gaithersburg, MD). [BpaijAnglI and [Bpa^JAnglI were
synthesized in our laboratories by the solid phase method and purified by high perfinmance
Uquid chromatography (HPLC) as described (21). i25i.Angn, i25i.[Bpai]Angn and
[Bpa®]Angn (spécifie radioactivities ~1000 Ci/mmol) were prepared with iodogen as
described by Fraker and Speck (22). Briefly, 50 jil of the peptide solution (0.2 mM) was
incubated with 5 ^ig Iodogen (Herce Chemical), 1 mM Nai25i (2200 Ci/mmol), 10 ^ll of
acetic acid (2 M) and 30 |i,l of water for 30 min at room température. The labeled peptides
were purified by HPLC on a C-18 column (10 ^m) (Allteck Associates Inc.; no. 29004) with
a 20-40% acetonitrile gradient. The spécifie radioactivity of the labelled hormones was
determined by self-displacement and saturation binding analysis.
Site-Directed Mutagenesis— pcDNAl containing the rat AT2 receptor cDNA clone was
digested with Hindin an Xbal endonucleases and cloned into M13mpl8 also digested with
Hindin and Xbal. The codon change in the rat AT2 cDNA was made by site-directed
mutagenesis using an in vitro mutagenesis kit (Sculptor, Amersham). One oligonucleotide
was constructed to induce a mutation at methionine 116 . The mutagenic primer is listed
below (altered nucleotide is underlined): methionine 116 to leucine (rAT2M116L): 5-
GGCTCl'I'l'GGACCTGTG£TGTGCAAAGTGT-3. After confirmation of site-directed
mutation by DNA sequencing, the rAT2M116L gene was excised from the M13mpl8RF
form by digestion with HindlII and Xbal and subcloned into the multiple cloning site of
pcDNA3 that had been digested by these same restriction enzymes.
Tran^ection of COS-7 Cells— COS-7 cells were grown in Dulbecco's modified Eagle's
médium (DMEM) containing 2 mM L-glutamine and 10% (v/v) fetal bovine sérum. Cells
were seeded into 75 cm^ culture dishes at a density of 25 000 cells/cm^. When cells reached
~50% confluency, they were washed once with seram-ftee DMEM and transfected with 4 jig
of plasmid DNA and 30 p.1 of Lipofectamine in 8 ml of serum-firee DMEM. The cells were
incubated for 5 h at 37 *C and the média were rcplaced with a complété DMEM médium
containing 100 lU/ml penicillin and 100 p.g/ml strcptomycin. Transfected cells were grown
for 48-72 h before photoaffinity labeling and binding assays.
Cell Culture— PC-12 cells between the second and the fifteenth passages were used in ail
experiments. Cells were seeded into 75 cm^ culture dishes at a density of 25 000 cells/cm^
and grown in DMEM with 10% (v/v) fetal bovine sérum, 50 lU/ml penicillin, 60 |xg/ml
streptomycin and 2 mM L-glutamine. Cells were kept in culture at 37 *C, in a CO2 incubator,
and the médium was changed daily or every other day depending on the state of confluency.
Binding Assays— Cell membrane préparation and binding assays were performed as
previously described (19, 20).
Photoajfinity Labeling— Transfected COS-7 cells and PC-12 cells (~1 x 10^) were
incubated in 4 ml of binding médium containing the photoreactive radioligands (6 nM), in the
presence of L-158,809 (1 piM) (an ATi sélective non peptide analog). After 45 min at room
temperatiure, cells were washed with 20 ml of ice-cold binding médium (without BSA) and
irradiated for 60 min at G *C under filtered UV light (365 nm) (mercuiy vapor lamp sériai no.
JC-Par-38 from Wesringhouse and Raymaster black light filters no. 5873 finom Gates and
Co. Inc. Long Island, NY, U.S.A.). Cells were then gently scraped with a rubber policeman
and centrifuged (2(X) x g) for 10 min at 4 *C. The pellet was solubilized in a bufîer containing
100 mM Na2HP04, pH 8.5, 25 mM EDTA, 0.1 mg/ml soybean trypsin inhibitor and 1 %
(ylw) Nonidet P-40. After centrifugation (13 (XX) x g for 10 min at 4 *C), the supematants
were kept at -80 *C until further analysis.
Partial Purification of the Labeled Complex— The solubilized photolabeled receptors were
diluted with an equal volume of 2X loading buffer (120 mM Tris-HQ, pH 6.8, 20 % (v/v)
glycerol, 4 % (w/v) SDS, 200 mM dithiothreitol and 0.05 % (w/v) bromophenol blue) and
incubated for 2 h at 37 *C. SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) was peiformed
as descnbed by Laemmli (23) using 1.5-mm 8% gels. The gel was then dried and exposed to
X-ray film (Kodak XAR-5) with an intensifying screen. The labeled proteins were isolated
from the pieparative gel using a passive elution protocole similar to that described by Blanton
and Cohen (24). After autoradiography, radioactive bands were excised from dried gels and
rehydrated with appropiate digestion buffer. The gel slices were macerated and eluted with 2
ml of buffer for three to four days at 4 *C under gentle agitation. Under these conditions we
lepeatedly lecovered at least 80 % of the initial radioactivity. The eluted proteins were filtered
(Acrodisc 0.22 ^ m; Gelman Sciences) and the gel slices were washed with 10 ml of digestion
buffer. The whole eluate (12-15 ml) was concentrated approximately 150 rimes using
Centriprep-10 and Centricon-10 (Amicon) and tfie parrially purified protdns wœ aliquoted in
fractions of 2-4 x 10^ cpm, lyophilized, and kept at -80 *C.
Endogfycosidase Digestion— Parrially purified photolabeled receptors were resuspended in
digestion bufifers containing 0.2% (v/v) Nonidet P-40. PNGase-F (33-100 U/ml) was added
and sangles were incubated for différent periods of rime as indicated.
8Protease Digestion— The partially puriHed photolabeled receptors (10 000- 300 OCX) cpm)
were resuspended in 25 |il of digestion buffer containing 1(X) mM NH4HCO3, pH 8.0 and
0.1% (w/v) SDS. Under these conditions V8 protease is known to cleave at the carboxyl-
tenmnal side of glutamate residues. Samples were incubated for three to four days at room
température with indicated amounts of V8 protease. Partially purified photolabeled receptors
(10 000- 300 (XX) cpm) were also digested for 18-24 h at 37 *C with indicated amounts of
endo Lys-C in 25 |xl of digestion buffer containing 25 mM Tris-HCl, pH 8.5,1 mM EDTA
and 0.1% (w/v) SDS. For kallikrein digestions, photolabeled receptors (~20-50 jtg of
proteins) were resuspended in 25 p.1- 50 |il of digestion buffer containing 100 mM
Na2HP04, pH 8.5, 25 mM EDTA, 1 mg/ml soybean trypsin inhibitor, 0.1 mg/ml of L-1-
chloro-3-(4-tosylamido)-4-phenyl-2-butanon (TPCK) and 0.2 % (y/y) Nonidet P-40.
Indicated amounts of kallikrein were added and samples were incubated for 2 h at 37 *C. AU
digestions were terminated by adding an equal volume of 2X loading buffer (previously
described) and boiling the samples for 3 min. When subséquent digestions were needed,
products of the first digestion were identified by SDS-PAGE and autoradiography and
recovered ftom non fixed gels by passive elution for 12-18 h at 37 *C with 200-400 pl of
digestion buffer. Extracted proteins were lyophilized and submitted to chemical or enzymic
digestion as described.
Chemical Digestion— For CNBr hydrolysis, partiaUy purified photolabeled receptors (60
000- 450 000 cpm) were resuspended in 50 pl of 70% (v/v) trifluoroacetic acid and CNBr
(50 pl) was added to a final concentration of 100 mg/ml. Samples were incubated at room
température, in the daik, for 24-36 h. Reactions were terminated by adding 500 pl of water.
Samples were lyophilized, resuspended in denaturating buffer and analyzed by SDS-PAGE.
Analysis of Products of Froteolysis and Chemical Cleavage— The products of proteolysis
and chemical cleavage were analysed by SDS-PAGE using 16.5% aciylamide Tris-Tricine
gels (BioRad) followed by autoradiography on X-ray films (Kodak XAR-5). ^'H^-labeled
low molecular protein standards (Gibco BRL) were used to détermine apparent molecular
masses. Running conditions, fixation and coloration of gels were performed accordingly to
manucfacturer's instructions.
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RESULTS
Specificity of Photoreactive Analogs in Binding Experiments and Photocffinity Labeling—
Fig. 1 shows the primary structures of Angll and photoreactive Angll analogs used in this
study. Aspi and Phe® were respectively replaced by Bpa to give [Bpa^lAnglI and
[Bpa®]Angn. In compétitive binding assays, [Bpa^]Angn and [Bpa'JAnglI exhibited high
affinities for AT2 receptor of PC-12 cells with respective IÇ50S of 1.07 ± 0.38 nM and 0.37
± 0.21 nM, comparable to that of Angll (0.40 ± 0.10 nM) (mean ± S.D. of three
experiments). In photoaffinity labeling experiments (fig. 2), i25i_[Bpai]Angn (lane 1) and
^25i.[Bpa8]Angn (lane 4) specifically labeled the AT2 receptor which migrated as a
glycoprotein of 140 kDa as previously described (19,20). The labeling of the AT2 receptor
by the two photoreactive analogs was completely abolished by PD123319 (10 |iM) (an AT2
receptor sélective ligand) (lanes 2 and 5) and by Angll (1 |iM) (lanes 3 and 6) thereby
confïrming the specificity and the selectivity of the labeling. Although both photoreactive
analogs successfully labeled the AT2 receptor, détermination of covalent incorporation yields
(calculated firom the ratio of total radioactivity found in isolated bands to total spécifie binding
observed before photolysis) revealed that ^ ^Sj.ppaijAnglI, with a ~10% yield of covalent
incorporation, was approximately six time less effective than i25i-[Bpa8]Angn (~60% yield
of covalent incorporation). These différences are well illustrated in fig. 2 where the intensity
of i25i-[Bpai]Angn labeling (lane 1) is clearly weaker than that of i25i.[Bpa8]Angn labeling
(lane 4). It indicates that i^I-[Bpa^]AngII and i^Sj.ppaSjAnglI interact distinctly with the
AT2 receptor.
^^^I-[Bpa^JAngll and ^ ^^I-[Bpa^]Angll Label the Amino-Terminal Portion of the AT2
Receptor— Tissue kallikrein is a serine protease that cleaves after phenylalanine-argirtine or
leucine-arginine amino acid combinations. The AT2 receptor contains only four of these
amino acid combinations, including one located precisely halfway in the receptor molecule at
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arginine 182. The thiee other combinations are located in the carboxyl-tenninal end of the
molecule at arginines 330, 334, and 356 (fig. 3). Kallikrein-treated i25i.[Bpa8]Angn-AT2
complex migrated with an Mr of 70 kDa (fig. 4A, lane 1). This receptor fragment was the
final digestion product since prolonged incubation with kallikrein (fig. 4A, lanes 3 and 5) did
not reveal any lower molecular weight fragment As shown in fig. 3, the AT2 receptor is N-
glycosylated exclusively in its amino-terminal extracellular tail (6,7). The relatively high Mr
of the 70 kDa digestion product and its glycoprotein-like migration behavior (broad band)
suggest that it corresponds to the labeled 1-182 firagment of the AT2 receptor. To confirm the
location of the 70 kDa receptor fragment kallikrein-treated i25i_[Bpa8]Angn-AT2 complex
was deglycosylated with PNGase-F. Under these conditions a labeled firagment of 18 kDa
was produced (fig. 4B, lane 5). This deglycosylation fragment exhibited about half the size
of the non kallikrein-treated deglycosylated AT2 receptor (Mr of 35 kDa) (lane 3). Identical
results were obtained with AT2 receptor labeled with ^ 25i_[Bpai]Angn. Together, these
results show that ^ 25i-[Bpai]Angn and ^ 25i_[Bpa8]Angn are labelling sites within the first
182 residues of the AT2 receptor.
Mapping the ^^^I-[Bpa^]AngII Binding Domain— After photolabeling with
[Bpa^]Angn, AT2 receptor was partially purified and digested with endo Lys-C which
cleaves on the carboxy-terminal side of lysine residues. The digestion product migrated as a
broad band of ~80 kDa (fig. 5A, lane 2). Again the high Mr and the broadness of the band
suggested a glycoprotein nature. After extraction of the endo Lys-C digestion product,
treatment with PNGase-F resulted in a 4.6 kDa fiagment which migrated as a shaip band
suggesting that it was completely deglycosylated (fig. 5C, lane 2). Interestingly, similar
results were obtained with a simplified protocol where the photolabeled AT2 receptor was
simultaneously digested with endo Lys-C and PNGase-F (fig. 5B, lane 2). Since as
previously mentionned the AT2 receptor is N-glycosylated exclusively in its amino-terminal
ectodomain, the cleavage probably occured at one of two lysine residues, located at positions
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38 and 42 (fig. 3). Cleavage at these residues should produce either a 5.2 kDa fragment
(including the photolabel of 1.3 kDa) that corresponds to the labeled 3-38 peptide or a 5.6
kDa fragment that corresponds to the labeled 3-42 peptide.
To fiuther deflne the i25i.[Bpai]AngII binding domain, the 4.6 kDa fragment
obtained after co-digestion with endo Lys-C and PNGase-F was submitted to digestion with
V8 protease. Fig. 6, lane 3 shows that, imder these conditions, the 4.6 kDa fragment was
converted to a 3.6 kDa fragment. The only site of cleavage for V8 protease within amino
acids 3-42 is after glutamate 30 (fig. 3). Cleavage of the 4.6 kDa fragment at this site should
produce either a labeled 2.6 kDa fragment (31-42 peptide + photolabel), a labeled 2.2 kDa
fragment (31-38 peptide + photolabel) or a labeled 4.3 kDa fragment (3-30 peptide +
photolabel) (fig. 3). Based on the relatively high Mf of the digestion product (3.6 kDa), the 3-
30 peptide is clearly a better candidate than the 31-42 or 31-38 peptides for the binding
domain of i25i.[Bpai]AngII. This conclusion is further strengthened by experiments in
which photolabeled-AT2 receptor was co-digested with PNGase-F and V8 protease. Under
these conditions, a 4.1 kDa fragment was obtained, locating the binding domain within the
first 30 amino acids of the AT2 receptor (results not shown). Together these results show that
i25i-[Bpai] Angn is labeling a site within residues 3-30 of tire extracellular amino-terminal tail
of the AT2 receptor (fig. 10).
Mapping the ^ ^^I-fBpa^JAngH Binding Domain— i25i_[Bpa8]AngII-photolabeled AT2
receptor was partially purified and digested with V8 protease. The pattems of fragmentation
were clearly distinct firom those obtained with ^ 25i_[Bpai]Angn-AT2 complex. Digestion
with V8 protease produced a 28 kDa and a 15.2 kDa fragments (fig. 7, lane 2).
Deglycosylation had no effect on the mobility of the 15.2 kDa fragment indicating that it was
not a glycosylated fragment (resuit not shown). Knowing that the binding domain of
[Bpa^lAngn is located within amino acids 1-182 (fig. 4) and that the 15.2 kDa digestion
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product is not glycosylated, the fragment located between alanine 46 and glutamate 188
(estimated molecular mass of the peptide + photolabel: 17.8 kDa) is the best candidate for die
binding domain of ^ ^I-[Bpa®]Angn (fïg. 3). Prolonged incubations in the presence of
PNGase-F reduced the proportion of the 28 kDa fragment and increased the propoition of a
fragment migrating close to the 15.2 kDa fragment suggesting that the 28 kDa fragment is the
glycosylated 31-188 peptide of AT2 receptor, containing a putative site of glycosylation at
asparagine 34 (fig. 3).
To further define the ^ ^I-[Bpa8]Angn binding domain, photolabeled AT2 receptor
was submitted to hydrolysis with CNBr which cleaves specifically at the carboxyl-terminal
side of methionine residues. Fig. 8, lane 2 shows that, under these conditions, two major
digestion products of 3.6 kDa and 2.6 kDa were obtained. These results suggest that the
photolabel binds to 117-138 peptide (estimated MfOf 3.7 kDa, including the photolabel) in
the third transmembrane domain of AT2. Hydrolysis at methionine 128 of this peptide would
produce two fragments of comparable apparent sizes (estimated size of 2.6 kDa and 2.4 kDa
for 117-128 peptide and 129-138 peptide, respectively). In order to confîrm this hypothesis
and to identify the 2.6 kDa fragment, we generated a mutant of the rat AT2 receptor in which
methionine 116 was replaced by a leucine, therefore abolishing that putative C!NBr cleavage
site. In compétitive binding assays, Angll exhibited a similar affinity for wild-type (IC50 of
0.34 ± 0.03 nM; mean ± S.D. of thrce experiments) and mutant rAT2M116L (0.37 ± 0.17
nM) receptors expressed in COS-7 cells. [Bpa^jAnglI displayed also comparable binding
affinities for the wild-type (0.31 ± 0.26 nM) and the mutant (0.23 ± 0.15 nM) receptors. The
wild-tjrpe and the mutant rAT2M116L receptors were photolabeled with i25i.[Bpa8]Angn,
partially purified and submitted to hydrolysis by CNBr. Fig. 9, lane 1 shows that CNBr
hydrolysis of the wild-type AT2 receptor produced the previously described 3.6 kDa and 2.6
kDa fragments. CNBr hydrolysis of the rAT2M116L receptor still produced the 2.6 kDa
fragment and a longer 12.6 kDa fragment (fig. 9, lane 3). Under these conditions the only
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possibility is that the 2.6 kDa fragment is the 129-138 peptide located in the inner half of the
third transmembrane domain of mutant AT2 receptor. Indeed, if labeling had occured between
leucine 116 and methionine 128 in the mutant receptor, exclusively higher Mr labeled
receptor fragments (13-15 kDa) would bave been produced. The 12.6 kDa fragment
produced by CNBr hydrolysis of rAT2M116L most probably corresponds to the mutant
receptor 54-138 peptide (estimated molecular mass of the peptide + photolabel: 10.9 kDa).
The inconçlete CNBr hydrolysis of both native and mutant receptors suggest that cleavage at
methionine 128 is impaired. This may resuit from reduced solubility of the protein in strong
dissociating agents (like trifluoroacetic acid), sterical masking of the methionine residue by
surrounding amino acids or oxidation of the methionine residue occuring during protein
manipulations and/or acid hydrolysis (25). Together these results show that i25i-[Bpa8]Angll
is labeling a site within residues 129-138 of AT2 receptor (fig. 10).
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DISCUSSION
Our results indicate that, upon binding, the amino-terminal tail of the AT2 receptor
interacts with the amino-terminal end of Angll whereas the inner half of the third
transmembrane domain of AT2 receptOT interacts with the carboxyl-teiminal end of AnglI. To
our knowledge, this is the first study providing data on the binding domains of the AT2
receptor. Our results and those of other groups suggest that there may be a common scheme
for the binding domains of small peptide hormones in the G-protein coupled receptor
superfamily. For exemple, it has been shown that charged residues in the second and third
extracellular loops of the ATi receptor are major docking points for the amino-terminal end
(Aspi and Arg^ residues respectively) of AnglI (13,26). On the other hand, the hydrophobic
natme of the phenyl group at position 8 in the AnglI molecule (the carboxyl-terminal end of
the peptide) suggests that its site of interaction with the ATi receptor is within the membrane.
Actually, recent studies suggest that upon binding, the carboxyl-terminal end of the AnglI
molecule occupies a space between helices ni, V, VI and VH of the ATi receptor (26,27).
Similarly, binding domains for the undec^ptide substance-P (SP) were identified in the first
and the second extracellular loops, the amino-terminal ectodomain and the outer half of the
transmembrane helices H and VU of the NK-1 receptor (14, 15, 28). In an élégant study
using photoreactive analogs of SP, Li et al. (15) have shown that the amino-terminal side (the
fourth position) of the i25i.[Tyri^ Bpa'^jSP peptide interacts with the extracellular amino-
terminal tail of the NK-1 receptor while the C-terminal side (the ninth position) of the ^ ^I-
[Tyr^ Bpa^jSP peptide interacts with the second extracellular loop. The authors proposed a
model in which the carboxyl-terminal end of the peptide positions itself between helices in the
outer part of the plasma membrane whereas the amino-terminal portion of the peptide is
stabilized by ectodomains of NK-1 receptor. Based on our results, it is tempting to propose
that the AnglI molecule binds the AT2 receptor in a similar fashion, with the carboxyl-
terminal end sitting deep within the transmembrane domains and the amino-terminal end
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interacting with the ectodomaîns of the rcceptor. The location of the carboxyl-terminal portion
of Angll deep in the plasma membrane fits well with known pharmacological properties of
Angn. The agonistic nature of Angll is confered by its carboxyl-terminal phenylalanine
residue (29) and intrahelical amino acids are known to play a major rôle in G-protein coupled
receptor activation upon direct interaction with ligands (10). Our results also suggest that the
carboxyl-terminal end of Angll interacts with the third transmembrane domain of the AT2
receptor. Similarly, it has been shown residues in the third transmembrane domain of the ATi
receptor are required for high affinity binding (16, 30). Our results also raise another
interesting point If the Angll molecule interacts at the same time with residues in the amino-
terminal extracellular tail as well as residues deeply located in the third transmembrane
domain, one could speculate that the ectodomain must lie near the outer membrane surface.
The Angll molecule has an estimated length of about ~ 30 A (probably less in solution)
which is shorter than a transmembrane hélix (~ 40 Â). To account for such a requirement the
putative disulfide bridge located between the amino-terminal tail and the third extracellular
loop of the AT2 receptor may play an important conformational rôle in bringing the amino-
terminal tail in close proximity to the plasma membrane surface (fig. 10).
In conclusion, we bave identified two peptide-binding régions in the AT2 receptor
with the use of highly potent and spécifie Angll photoreactive analogs. This approach also
allowed the détermination of the Angll molecule's orientation in its binding pocket Based on
the results, we conclude that Angll interacts with an extracellular segment and a
transmembrane hélix of AT2 receptor. This interaction pattem, also found in other G-protein
coupled receptors for small bioactive peptides, may correspond to a highly conserved feature
among this very large family or receptors. By recovering large amounts of labeled receptor, it
will be possible to sequence the fiagments and pin point the précisé interaction sites.
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FIGURE LEGENDS
Fig.l. A. Amino acid sequence of Angll and photoreactive Angll analogs. Residues
reprcsented in bold characters correspond to amino acid modifications. B. Mechanism
of covalent modification following photo activation. The absorption of a photon at ~
350 nm by the Bpa moiety [1] results in the promotion of one électron form a
nonbonding sp^-like n-orbital on oxygen to an antibonding jc* -orbital of the catbonyl
group [2]. In the diradicaloid triplet state [2], the electron-deficient oxygoi n-oibital is
electrophilic and therefore interacts with weak C-H bonds [2] to produce benzpinacol-
type compounds [3] (31).
Fig.2. Photoaffinity labeling of AT2 receptor from PC-12 cells. After photolabeling, cellular
proteins were solubilized, denatured and submitted to SDS-PAGE on a 8%
acrylamide separating gel (40 |ig of protein/lane) followed by autoradiogrsçhy. Lanes
1 to 3, ^^I-[Bpai]Angn-labeled proteins; lanes 4 to 6, i^Sj.jBpaSjAnglI-labeled
proteins. Lanes 1 and 4, total labeling; lanes 2 and 5, labeling in the presence of PD
123319 (10 |iM); lanes 3 and 6, labeling in the presence of Angll (1 pM). Protein
standards of the indicated molecular masses (kDa) were run in paralleL These results
are représentative of at least three separate expeiiments.
Hg.3. Two-dimensional représentation of the primary structure of the rat AT2 receptor and its
potential sites of cleavage by spécifie proteases and CNBr. The space after residue
182 indicates a tissue kallikrein récognition site; arrows indicate recognitirm sites for
V8 protease; bold circles indicate récognition sites for endo Lys-C; closed circles
indicate sites of hydrolysis for CNBr. Putative sites of N-glycosylation on
asparagines 4,13,24,29 and 34 are also indicated.
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Fig.4. Kallikrein digestion of i25i.[Bpa8]AngII-Iabeled AT2 receptor. A. Photolabeled AT2
receptor (50 p,g of membrane protein) was solubilized and incubated in the absence
(lanes 2,4 and 6) or the presence (lanes 1,3 and 5) of tissue kallikrein (50 pg) at 37
*C for 1 h (lanes 1 and 2), 3 h (lanes 3 and 4) and 5 h (lanes 5 and 6). Samples were
run on a 8% acrylamide separating gel followed by autoradiography. Protein
standards of the indicated molecular masses (kDa) were run in paralleL These results
are représentative of at least three separate experiments. B. i25i-[Bpa8]Angn-labeled
AT2 receptor (50 pg of membrane protein) (lane 1) was incubated for 2 h at 37 *C in
the absence (lanes 2 and 3) or the presence (lanes 4 and 5) of tissue kalli1tTP.in (50 pg)
before digestion with PNGase-F (33 U/ml) for 2 h at 37 'C (lanes 3 and 5). Samples
were run on a 12% acrylamide separating gel followed by autoradiography.
labeled protein standards of the indicated molecular masses (kDa) wœ run in parallel.
These results are représentative of three separate expaiments.
Fig.5. Endo Lys-C digestion 6f ^^I-[Bpa^]Angn-labeled AT2 receptor. A. Partially purified
photolabeled AT2 receptor (24 000 cpm) was incubated in the absence (lane 1) or the
presence (lane 2) of endo Lys-C (2.5 pg) at 37 *C for 22 h. Samples were run on a
10% acrylaimde separating gel followed by autoradiography. Protein standards of the
indicated molecular masses (kDa) were run in parallel. These results are représentative
of three separate experiments. B. Photolabeled receptor (47 000 cpm) was incubated
with PNGase-F (100 U/ml) at room température for 24 h. TTie sample was aliquoted
in two fractions one of which received digestion buffer (lane 1) and the other received
1.8 pg of endo Lys-C (lane 2). Incubation was prolonged for 22 h at 37 *C. Samples
were run on a 16.5% acrylamide Tris-Tricine separating gel followed by
autoradiography. l'^C-labeled protein standards of the indicated molecular masses
(kDa) were run in parallel. These results are représentative of three separate
experiments. C. Photolabeled receptor (1(X) (XX) cpm) was incubated with endo Lys-
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C (1 p.g) for 20 h at 37 *C. The sample was run on a 8% acrylamide separatîng gel.
The 80 kDa labeled receptor fragment was located and recovered by passive elution
from gel slices. The receptor fragment (40 (XX) cpm) was incubated in the absence
(lane 1) or the presence (lane 2) of PNGase-F (40 U/ml) for 2 h at 37 *C Samples
were run on a 16.5% acrylamide Tris-Tricine separating gel followed by
autoradiography. l'^C-labeled protein standards of tiie indicated molecular masses
(kDa) were run in parallel. These results are représentative of two separate
experiments.
Fig.6. V8 protease digestion of the 4.6 kDa i25i.[Bpai]Angn-AT2 receptor fragment
Partially purifîed photolabeled AT2 receptor (200 000 cpm) was incubated with
PNGase-F (100 U/ml) for 24 h at room température. Endo Lys-C (1 p,g) was added
and the incubation was prolonged for 24 h at 37 *C. The sample was run on a 16.5%
acrylamide Tris-Tricine separating gel followed by autoradiography. The 4.6 kDa
labeled receptor fragment (lane 1) was located and recovered by passive elution from
gel slices. The labeled receptor fragment (7 000 cpm) was incubated in the absence
Gane 2) or the presence (lane 3) of V8 protease (7 jxg) for four days at room
tonperature. The samples were run on a 16.5% acrylamide Tris-Tricine separating gel
followed by autoradiography. i^C-labeled protein standards of the indicated
molecular masses (kDa) were run in parallel. These results are représentative of two
separate experiments.
fig.7. V8 protease digestion of i25i.[Bpa8]Angn-labeled AT2 receptor. Partially purifîed
photolabeled AT2 receptor (250 000 cpm) was incubated in the absence Ganc 1) or the
presence Gane 2) of V8 protease (50 |ig) for four days at room température. Samples
were run on a 16.5% acrylamide Tris-Tricine separating gel followed by
autoradiography. l'^C-labeled protein standards of the indicated molecular masses
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(kDa) were nm in parallel. These results are représentative of at least three separate
experiments.
Fig.8. CNBr hydrolysis of i25i_[Bpa8]AngII-labeled AT2 receptor. Partially purifîed
photolabeled AT2 receptor (66 (XX) cpm) was incubated in the absence Gane 1) or the
presence Gane 2) of CNBr (100 mg/ml) for 36 h at room température in the dark.
Samples were run on a 16.5% acrylamide Tris-Tricine separating gel followed by
autoradiography. i^C-labeled protein standards of the indicated molecular masses
(kDa) were run in parallel. These results are représentative of at least three separate
experiments.
Fig.9. CNBr hydrolysis of ^25i_[Bpa8]Angn-Iabeled wild-type and mutant (rAT2M116L)
AT2 receptor. Partially purifîed photolabeled wild-type and mutant rat AT2 receptors
(200 000 cpm) were incubated in the absence Ganes 2 and 4) or the presence Ganes 1
and 3) of CNBr (100 mg/ml) for 24 h at room température in the daik. Samples were
run on a 16.5% aciylamide Tris-Tricine separating gel followed by autoradiography.
^"^C-labeled protein standards of the indicated molecular masses (kDa) were run in
parallel. Lanes 1 and 2, ^25i.[Bpa8]Angn-wild-type rat AT2 receptor; lanes 3 and 4,
^^I-[Bpa®] AngII-rAT2Ml 16L. These results are représentative of three separate
experiments.
Fig.lO. Two-dimensional représentation of the primary structure of the rat AT2 receptor and
its Angll binding domains. The ligand binding domains are represented by closed
circles: the amino-terminal end of AnglI interacts with the extracellular amino-terminal
tail within residues 3-30; the carboxyl-terminal end of AnglI interacts with the third
transmembrane domain within residues 129-138. Solid Unes indicate putative
disulfide bridges between cysteines 35 and 290 and between cysteines 117 and 195.
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DISCUSSION
Le développement d'analogues non-peptîdiques de l'AnglI à la fin des années 80 a
permis l'identification des récepteurs ATi et AT2. Cette découverte a relancé les recherches
dans le domaine du système rénine-angiotensine. Un effort important a donc été fourni
pour déterminer les rôles et mécanismes d'action de ces récepteurs. Ces recherches ont
perrms de conclure que le récepteur ATi médie la totalité des actions physiologiques
coimues de l'hormone. D'autre part, en utilisant la méthode du clonage par expression, la
séquence primaire du récepteur ATi a été identifiée en 1991 (MURPHY et al., 1991;
SASAKI et al., 1991). La séquence protéique de ce récepteur nous a révélé qu'il fait partie
de la grande famille des récepteurs à 7DTM couplés aux protéines G. Par contre, le
récepteur AT2 s'est rapidement avéré une énigme tant par sa distribution particulière au
niveau de l'organisme que par l'absence apparente de couplage aux mécanismes de
transduction signalitiques classiques. Malgré un travail soutenu ce récepteur est demeuré
longtemps peu caractérisé biochimiquement et les mécanismes transductionnels couplés à
son activation sont toujours inconnus.
Afin d'élucider quelques propriétés bîochintiques de ce site de liaison, nous avons
opté pour l'utilisation d'analogues photosensibles de l'hormone dans des essais de
marquage par photoaffinité. Cette technique a été grandement utilisée pour la caractérisation
biochimique d'une multitude de récepteurs et autres protéines (SOKOLOVSKY, 1987;
ESCHER, 1988; EBERLE et al., 1989; INSEL, 1989; BATES et al., 1990; RUAT et al.,
1991; DORMÀN & PRESTWICH, 1994; NAKANISHI et al., 1995). Sa popularité, au
détriment des agents de réticulation homo ou hétéro-bifonctionnels, est reliée au fait qu'elle
permet généralement l'obtention de rendements d'incorporation covalente plus élevés tout
en diminuant la présence de marquage non-spécifique. Des fortes concentrations d'agents
de réticulation sont généralement utilisées afin de maximiser la formation des complexes
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ligand-récepteur. Dans ces conditions, il n'est pas rare d'observer la formation d'agrégats
de protéines rendant ainsi difficile l'interprétation des résultats lors de l'analyse des
complexes formés. La stratégie que nous avons choisie pour ce projet est l'utilisation de
dérivés benzophénone (BP) de l'AngH. Les dérivés BP ont été largement utilisés au cours
des dernières aimées pour la caractérisation de nombreuses protéines. Comparés aux autres
groupements photosensibles tels les diazo esters, aryl azido et les diazdrines, les dérivés BP
présentent plusieurs avantages. Ils sont chimiquement plus stables et peuvent donc être
manipulés à la lumière ambiante. De plus, ils peuvent être activés à 350-360 nm évitant
ainsi les longueurs d'ondes dommageables pour les protéines. Enfin, ces composés
réagissent préférentiellement avec les liens C-H et ce, même en présence d'eau ou de
volumineux nucléophiles (DORMÀN & PRESTWICH, 1994).
L'utUisation d'un dérivé BP de haute affinité, le ^ ^^I-AngU-Bpa^ a permis, lors
des essais de marquage par photoaftinité, l'obténtion de rendements de marquage élevés
(70%) sur ime préparation membranaire de myomètre humain. La nature irréversible de la
liaison a été révélée par l'absence de dissociation en conditions acides et par
l'électrophorèse en conditions dénaturantes. Ce rendement d'incorporation élevé est
comparable à ceux obtenus par McNICOLLL et al (1992) et BOYD et al (1991) qui ont
utilisé des dérivés BP de l'ANF et de la SP pour marquer les récepteurs respectifs. La
raison pour laquelle une si grande incorporation covalente est possible avec les dérivés BP,
est que la formation de l'intermédiaire réactif, via l'irradiation aux UV, est un phénomène
dynamique et répétitif. L'intermédiaire radicalaire hautement réactif produit lors de
l'irradiation du Bpa peut revenir à son état initial non-activé et peut être réactivé de
nouveau, par un autre photon. Bref, aussi longtemps que l'intermédiaire radicalaire n'aura
pas réagi avec un résidu approprié, il regagnera son état original et maintiendra ainsi ses
propriétés de ligand et de photoactivation. Ce schéma d'activation-inactivation est
particulier à ce genre de groupements photosensibles. Par exemple, les goupements azido
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ou diazométhyle empruntent une voie irréversible, une fois activés, en libérant une
molécule d'azote gazeux. Les dérivés nitrène et carbène ainsi formés, hautement instables,
doivent alors réagir immédiatement avec des résidus dans leurs voisinages immédiats.
Quoique lelativemMit efficaces, les rendements obtenus avec ces dérivés srat généralement
inférieurs de 50% aux rendements obtenus avec les dérivés BP (ESCHER et al, 1978;
GUILLEMETTE & ESCHER, 1983). En cela, un dérivé azido de l'AnglI, le AnglI-Ns,
connu pour marquer efficacement le récepteur ATi (GUILLEMETTE & ESCHER, 1983;
GUILLEMETTE et al, 1986) s'est avéré très peu efficace pour le marquage covalent du
récepteur AT2. Une explication simple à ce phéomène est que contrairement au récepteur
ATi, le groupement photosensible azido est trop éloigné des sites d'attaques potentiels
dans le récepteur AT2. D'autre part, de récentes études suggèrent que les groupements
azido n'attaqueraient pas préférentiellement les liens C-H une fois activés (HAZUM,
1983). L'intermédiaire nitrène singulet, formé par irradiation du groupement azido,
réagirait plutôt avec le noyau aromatique de son groupement phényl et provoquerait ainsi la
formation d'un intermédiaire cétènimine (PLATZ, 1995). Cet intermédiaire pourrait être
attaqué par des aminés libres hautement nucléophiles comme celle de la chaîne latérale de la
lysine. Le groupement sulfidryl du résidu cystéine pourrait aussi être assez nucléophile
pour attaquer l'intermédiaire cétènimine, à condition bien sûr qu'il soit réduit. Cette théorie
limite ainsi le nombre de sites potentiels d'incorporation covalente. De plus, les hauts
rendements d'incorporation observés sur l'AT 1 pourraient également être expliqués par
cette nouvelle théorie. Les études de modélisation et de mutagénèse dirigée sugg^t que la
partie carboxyl du résidu phénylalanine 8 de la molécule d'AnglI interagit avec l'aminé
latérale du résidu lysine 199 du récepteur ATi situé dans le cinquième domaine
transmembranaire (NODA et al., 1995; YAMANO étal, 1995; HUNYADY étal, 1996).
n est donc possible, selon cette théorie, que cette lysine soit le site d'ancrage covalent du
Angn-N3 au récepteur ATi (des études à ce sujet sont présentement en cours dans notre
laboratoire). L analyse par SDS-PAGE des complexes covalents, obtenus suite au
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marquage du myomètrc humain, n'a révélé qu'une seule bande radioactive correspondant à
une protéine de masse moléculaire apparente (Mr) de 68 kDa. Ce marquage a été
complètement aboU par l'ajout d'Angïï ou de PD 123319, un analogue sélectif au récepteur
AT2. Ces résultats démontrent donc que le l^Si.AnglI-BpaS marque très efficacement et
spécifiquement le récepteur AT2 dans les conditions utilisées. Fait intéressant, la Mf du
récepteur AT2 du myomètre humain est supérieure à celle du récepteur ATi du cortex
surrénalien bovin (58 kDa). (^oique difficilement comparables vue la différence d'espèce
et de tissus, ces résultats suggéraient à l'époque que d'importantes différences structurales
pouvaient exister entre ces deux récepteurs.
Pendant l'exécution de ces travaux, des résultats conflictuels sont apparus dans la
littérature concernant la taille du récepteur AT2. En utilisant l'approche du marquage par
réticulation à l'aide d'agents pontants, des Mf de 79 kDa et 1(X) kDa ont été estimées pour
le récepteur AT2 des cellules granulosa ovariennes de rat et d'une lignée de fibroblastes de
souris (R3T3) (PUCELL et al., 1991; DUDLEY et al., 1991). Afin de déterminer si ces
variations de Mf étaient reliées aux différentes approches ou à des différences stracturales,
nous avons marqué le récepteur AT2 des cellules R3T3 et d'une lignée de
phéochromocytomes de rat (PC-12). Nous avons ainsi déterminé des Mr respectives de 90
kDa et 140 kDa pour les récepteurs AT2 de ces cellules. Ces résultats ont permis de
conclure que le récepteur AT2 présente des différences structurales selon l'espèce ou il est
exprimé. De plus, la Mr du récepteur AT2 des cellules PC-12 est différente de celle
déterminée à partir des cellules granulosa ovariennes de rat où une valeur de 79 kDa a été
estimée (PUCELL et al., 1991). Cette observation suggèrent également que des différences
structurales sont aussi présentes sur le récepteur AT2 de différents tissus d'une même
espèce. D'autre part, selon les résultats du deuxième manuscrit, il est évident que
l'utilisation de la chromatographie d'exclusion n'est pas un moyen efficace pour détecter
des différences stmcturales, comme celles observées au niveau de la N-glycosylation. Cette
50
mesure réflète en fait le volume hydraté de la protéine solubilisée. Cette protéine, en
solution, est entourée d'une couche de détergent auquel ime certaine quantité d'eau y est
adsorbée. Il est probable que la présence ou le nombre de différentes chaînes
d'oligosaccharide sur le récepteur AT2 n'ait pas un effet significatif sur son volume
d'hydratation ou que si effet il y a, on ne peut le détecter par cette technique. Le rayon de
Stoke's, déterminé pour le récepteur AT2 de ces différents tissus (66 Â) est cependant
sinoilaire à celui déteminé pour le récepteur de l'AngU du myomètre de chien par CAPPONI
& GATT, 1980, qui doit vraisemblablement être le récepteur AT2 vue la prédominance de
ce type de récepteur dans le myomètre de toutes les espèces étudiées jusqu'à maintenant
(TIMMERMANS et al., 1993).
Le patrcMi de migration large et diffus du récepteur AT2 sur gel SDS suggérait qu'il
s'agissait d'une glycoprotéine. En effet, les glycoprotéines migrent anormalement sur un
gel à cause de leur mauvaise interaction avec le SDS (KLOTZ & LOHSE, 1986;
GRIGORIADIS et al., 1988). Afin de vérifier si le récepteur AT2 est effectivement une
glycoprotéine, nous avons soumis les complexes marqués à la digestion par la
glycopeptidase-F (PNGase-F), une endoglycosidase qui hydrolyse le lien entre
l'asparagine et le premier résidu N-acétylglucosamine sur une chaîne d'oligosaccharides N-
liés (TARENTINO et al., 1985), et à des chromatographies d'affinité sm différentes
lectines. L'adsorbtion du récepteur AT2 sur une lectine de germe de blé et la sensibilité
accrue du récepteur AT2 à l'effet de la PNGase-F ont clairement démontré la nature
glycoprotéique de cette protéine. La déglycosylation du récepteur AT2 du myomètre
humain et des cellules R3T3 et PC-12 a diminué la taille de ces derniers jusqu'à une valeur
identique de 31 kDa. Dans une autre étude, une Mf similaire de 33 kDa a été estimée suite à
la déglycosylation du récepteur AT2 du myomètre humain (LAZARD et al., 1994). Ces
résultats suggéraient donc que le récepteur AT2 est une protéine de -32 kDa et que les
variations de taille moléculaire observées dans différents tissus sont dues essentiellement à
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des degrés différents de N-glycosylation. Ces observations ont été confirmées par le
clonage du récepteur AT2 chez le rat (KAMBAYASHI et al, 1993; MUKOYAMA et al,
1993), la souris (NAKAJIMA et al, 1993) et l'homme (TSUZUKI et al, 1994). La
séquence du récepteur AT2 de ces espèces révèle une protéine de 363 acides aminés avec
une homologie de séquence supérieure à 93%. Les obtenues suite à la déglycosylation
du récepteur AT2 sont toutefois inférieures à la taille de 41 kDa déduite à partir de la
séquence primaire de ce dernier. Ces Mr sont obtenues suite à l'électrophorèse sur gel de
polyacrylamide en présence de SDS. Il est assumé, dans cette technique, que les protéines
lient en général une molécule de SDS par deux acides aminés et qu'elles adoptent la même
conformation une fois dénaturées (JORGENSEN, 1982). Ces hypothèses sont incertaines
dans le cas des protéines qui contiennent un nombre important d'acides aminés
hydrophobes comme les récepteurs à 7DTM. H est probable, qu'en solution, ces protéines
adoptent une conformation plus compacte les faisant migrer relativement rapidement dans
une matrice poreuse. Des phénomènes similaires on été observés poiu* le récepteur ATi de
r Angn et le récepteur D2 de la dopamine (CARSON et al., 1987; DAVID et al, 1993).
Les études de déglycosylation du récepteur AT2 du myomètre humain et l'effet
d'un traitement à la tuiticamycine sur la N-glycosylation du récepteur AT2 des cellules PC-
12 suggère la présence d'au moins trois chaînes d'oligosaccharide sur ce récepteur. La
séquence du récepteur AT2 contient, en amino-terminal, cinq sites potentiels de N-
glycosylation (Asn-X-Ser/Thr) qui sont conservés chez toutes les espèces étudiées jusqu'à
maintenant (KAMBAYASHI et al, 1993; MUKOYAMA et al, 1993; NAKAJIMA et al,
1993; TSUZUKI et al., 1994). Les différents degrés de N-glycosylation du récepteur AT2
ne peuvent donc pas être reliés au nombre de sites potentiels d'ancrage des chaînes
d'oligosaccharides. Nous pensons plutôt que cette variabilité est reliée à des degrés
différents d'occupation des sites potentiels de N-glycosylation ou à l'occupation de ces
sites par différentes chaînes d'oligosaccharides. Il a été démontré que le processus de N-
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glycosylation est dépendant d'au moins deux factemrs (GOOCHEE et al., 1992).
Premièrement, ce processus est dépendant du type cellulaire. Cette influence est attribuable
principalement à la présence, aux cinétiques et à la localisation des différentes
glycosyltransférases et glycosidases nécessaires au processus. Ces caractéristiques ont un
effet direct sur le type d'élongatitm de chaîne d'oligosaccharides qui se fait dans l'appareil
de GolgL Les types de N-glycans sont nombreux et peuvent être composés soit de chaînes
riches en mannose, complexes ou hybrides pouvant avoir chacune im nombre différent de
monosaccharides (KORNFELD & KORNFELD, 1985). Il est possible que ces paramètres
varient grandement entre les cellules humaines, murines ou de rat. Deuxièmement, la
protéine elle-même exerce une influence considérable sur son propre processus de N-
glycosylation. Sa conformation peut affecter directement ce processus en favorisant ou en
diminuant l'accès des glycosyltransférases et glycosidases à leurs sites d'action. Dans le
même sens, cette conformation peut aussi affecter l'accessibilité des monosaccharides à
leurs sites d'ancrage. De plus, l'élongation d'une chaîne d'oligosaccharide voisine peut
affecter le processus de glycosylation à un autre site. Ces effets pourraient expliquer en
partie les différents degrés de glycosylation observés chez le récepteur AT2 puisque les
segments amino-terminaux des récepteurs murins et de rat, où sont situés les sites
potentiels de N-glycosylation, n'ont seulement que 59% d'homologie de séquence en
acides aminés avec la protéine humaine (KAMBAYASHI et al., 1993; NAKAJIMA et al.,
1993; TSUZUKI étal, 1994).
La présence de séquences consensus de N-glycosylation sur plusieurs récepteurs à
7DTM suggère que cette modification post-traductionnelle pourrait avoir des rôles
importants. La N-glycosylation peut influencer, in vitro, quelques propriétés
physicochimiques et biochimiques d'une protéine dont sa solubilité, la résistance à la
dénaturation thermique et la résistance à la dégradation protéolytique (GOOCHEE et al,
1992). La N-glycosylation peut aussi être impliquée directement dans les processus de
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maturation d'une protéine lors de l'adoption de sa structure tertiaire, de l'assemblage de ses
sous-unités, de son transport, de son ciblage ou de sa sécrétion (GOOCHEE et al., 1992).
Afin de définir les rôles de la N-glycosylation du récepteur AT2, nous avons utilisé un
bloqueur métabolique de la N-glycosylation, la tunicamycine. Cet antibiotique inhibe la
synthèse du corps principal des polysaccharides qui se fait d'abord sur le dolichol, un
lipide du réticulum endoplasmique et qui est ensuite transféré sur les protéines pendant le
processus de traduction (ELBEIN, 1984). En bloquant ainsi la formation de l'intamédiaire
lipidique, la N-glycosylation des protéines ne peut avoir lieu. Suite au traitement à la
tunicamycine, l'observation de populations de récepteur AT2 partiellement glycosylés et
totalement déglycosylés à la surface des cellules PC-12, montre clairement que la N-
glycosylation n'est pas essentielle au transport du récepteur AT2 à la membrane plasmique.
Cependant, bien que les populations partiellement glycosylées s'accumulent rapidement et
abondamment à la surface des cellules, la population totalement déglycosylée s'accumule
beaucoup plus lentement pendant le traitement Nous postulons que ce phénomène est le
résultat d'un changement subtil des cinétiques de transport du récepteur AT2 déglycosylé
vers la membrane plasmique et/ou d'une diminution de sa stabilité. Malheureusement, les
effets toxiques de la tunicamycine, observées suite à un traitement prolongé des cellules,
nous ont empêchés de vérifier cette hypothèse. Les études de liaison montrent une baisse
apparente d'affinité d'un facteur 2 suite à la déglycosylation partielle du récepteur AT2. n
est probable que cette valeur ne reflète pas l'effet réel de la N-glycosylation sur les
propriétés de liaison du récepteur AT2. En effet, pour chaque protocole utilisé, une quantité
non-négligeable de récepteur AT2 natif était présent à travers les populations de récepteurs
partiellement déglycosylés. De plus, des populations de récepteurs AT2 glycosylés à
différents degrés étaient également présentes dans la plupart des expériences. La baisse
d'affinité d'un facteur 2 n'est peut-être en fait qu'une valeur moyenne de plusieurs valeurs
d'affinité significativement inférieures à celle du récepteur natif. Afin de détenniner l'effet
réel de la N-glycosylation sur la liaison, il serait nécessaire de muter systématiquement un à
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un les sites potentiels de N-glycosylation, et de vérifier l'impact de ces mutations sur la
structure et l'affinité du récepteiu AT2.11 est probable que l'effet observé sur l'affinité soit
le résultat d'une altération de la conformation active du récepteur AT2 suite à sa
déglycosylation. Une autre possibilité est que les chaînes d'oligosaccharides participent
directement au domaine de liaison de l'hormone.
La N-glycosylation est directement impliquée dans le processus de maturation, dans
le transport et dans l'adoption des conformations actives des récepteurs de l'insuline
(RONNETT & LANE, 1981; RONNETT et al., 1984; COLLIER et al., 1993), et de l'EGF
(MANGELSDORF SODERQUIST & CARPENTER, 1984; SLIEKER & LANE, 1985;
SLBEKER et al., 1986). L'inhibition de la N-glycosylation semble aussi altérer les
mécanismes de transport du récepteur nicotinique (MERLIE & SMITH, 1986) et de
quelques membres de la famille des récepteurs à 7DTM incluant le récepteur du VIP (EL
BATTARIera/., 1991), B-adrénergique (CERVANTES-OLIVIER ef a/., 1988; RANDS et
al., 1990) et le récepteur du PAF (GARCIA RODRIGUEZ et al., 1995). Dans certains de
ces cas il a été démontré que les protéines non-glyosylées restaient emprisonnées dans le
réticulum endoplasmique ou que le temps de transition des protéines de cet organel vers
l'appareil de Golgi était significativement augmenté. Par contre la N-glycosylation
n'influence pas le transport du récepteur ATi de l'AnglI (YAMANO et al., 1992) et du
récepteur m2 muscarinique (VAN KOPPEN & NATHANSON, 1990). À la lumière de ces
données il est clair que l'impact de la N-glycosylation, sur les destinées et fonctions des
récepteurs, varie beaucoup et il n'est pas possible de prédire ou de définir les rôles exacts
de cette modification post-traductionnelle sur une protéine en particulier. Selon PAREKH
(1991), les effets de la glycosylation ne peuvent être généralisés. Ils doivent plutôt être
compris et intégrés individuellement pour chaque protéine étudiée. En fonction des
connaissances actuelles, il est légitime de penser que plusieurs rôles de la N-glycosylation
résident dans les changements de conformation qu'elle impose au protéines (KEUTMANN
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et al., 1985; GOOCHEE et al., 1992) et que ces changements ont des impacts plus ou
moins importants sur les propriétés de différentes protéines. De plus, les propriétés qui
sont susceptibles d'être influencées par la glycosylation, ne sont pas nécessairement toutes
identifiées. Existe-t-il des mécanismes de ciblage, dépendant de la glycosylation, permettant
le transport d'un récepteur à un endroit particulier sur la membrane plasnttique (par exemple
dans le cas des cellules polarisées)? La glycosylation influence-t-elle la stabilité des
récepteurs in vivo? La glycosylatira influence-t-elle le transit intracellulaire des récepteurs,
que ce soit lors de leur synthèse ou lors des mécanismes de recyclage suivant
l'intemalisation? Les réponses à ces questions et la découverte de nouvelles propriétés
biochimiques de ces protéines permettront vraisemblablement d'identifier d'autres rôles de
la N-glycosylation.
La liste des ligands détectés par les récepteurs à 7DTM ne cesse de croître. La très
grande diversité de ces ligands, au niveau structural, suggère qu'ils utilisent différents
mécanismes pour interagir avec leurs récepteurs. Un effort considérable a été fourni pour
identifier les domaines de liaison des réceptems à 7DTM. La majeure partie de ce travail a
été effectué sur les membres de la famille des récepteiurs adrénergiques. Il a été démontré
que le domaine de liaison des ligands adrénergiques (< 0.2 kDa) est situé entre les hélices
transmembranaires dans le tiers extérieur de la membrane plasmique (OSTROWSKI et al.,
1992; STRADER et al., 1994). Ce mode de liaison est aussi utilisé par d'autres bioantines
telles l'acétylcholine, l'histamine et la sérotonine (DOHLMAN et al., 1992; SAVARESE &
FRASER, 1992; PROBST et al., 1992). Des domaines de liaison ont aussi été identifiés
pour des ligands plus volumineux (> 10 kDa) comme la TSH, la FSH et la LH qui
interagissent avec la très IcMigue extension amino-terminale extracellulaire de letu* récepteurs
respectifs (BOCKAERT, 1991; MOYLE et al., 1991; NAGAYAMA et al., 1991). Les
domaines de liaison des ligands de taille intermédiaire (0.5 kDa à 5 kDa) sont moins bien
caractérisés. Des études récentes suggèrent cependant que ces hormones interagissent à la
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fois avec les domaines extracellulaires et les hélices transmembranaires de leurs récepteurs
(HUANG et ai, 1994a; HUANG et ai, 1994b; NODA et al., 1995; FENG et al, 1995;
MONNOT et al., 1996).
La plupart des domaines de liaison des récepteurs à 7DTM ont été identifiés en
mutant systématiquement plusieurs de leurs acides aminés. Cependant cette approche
permet également l'identification de domaines fMictionnels qui ne sont pas nécessairement à
proximité du domaine d'interaction, les mutations peuvent en effet affecter indirectement les
propriétés de liaison et d'activation des récepteurs en altérant leur conformation. De plus,
dans la majorité des cas, l'utilisation de cette approche ne permet pas d'identifier
directement la partie du ligand interagissant avec le domaine de liaison identifié. La
technique du marquage par photoaffinité est une méthode plus directe pour cartographier les
domaines de liaison puisqu'elle révèle les régions du récepteur qui se trouvent à proximité
du ligand photosensible suite à sa liaison. Elle permet en plus de définir les régions de
contact entre le ligand photosensible et son récepteur.
Afin d'identifier les domaines de liaison du récepteur AT2, nous avons utilisé deux
analogues photosensibles qui réagissent covalemment via l'une ou l'autre des extrémités de
l'hormone. Suite au marquage par photoaffinité du récepteur AT2, les complexes hormone-
récepteur ont été soumis à différentes digestions enzymatiques ou chimiques. Nous avons
identifié les fragments obtenus en comparant leur Mf à celles déduites à partir de la
séquence du récepteur. Le récepteur AT2 est glycosylé exclusivement sur sa queue amino-
teminale extracellulaire (KAMBAYASHI et al., 1993; MUKOYAMA et al., 1993). Cette
caractéristique a permis l'identification rapide du domaine d'incorporation du
Bpa^ puisque les fragments obtenus étaient glycosylés. Avec l'utilisation de deux
endoprotéinases nous avons été en mesure de conclure que ce domaine d'incorporation se
situe ente les résidus 3-30 de la queue amino-terminale du récepteur AT2. D'autre part, à
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l'aide de l'hydrolyse au bromure de cyanogène (CNBr) des complexes hcMmone-récepteur,
nous avons déterminé que le site d'incorporation du l^^I-AnglI-Bpa^ se situe dans le
troisième domaine transmembranaire du récepteur AT2. L'utilisation d'un récepteur AT2
mutant, déficient en un site de clivage par le CNBr, a permis de circonscrire ce site
d'incorporation aux résidus 129-138 du récepteur. Ces résultats suggèrent que, lors de la
liaison, l'extrémité amino-terminale de l'AnglI se situe a proximité de la queue
extracellulaire du récepteur AT2 et que l'extrémité carboxyl-terminale de la molécule se
situe dans la membrane plasmique entre les hélices du récepteur et à proximité du troisième
domaine transmembranaire.
Cette interprétation des résultats sous-entends que les analogues photosensibles
utilisés dans cette étude sont des agonistes. n est effet tentant de proposer que les modes
d'interaction de ces molécules sont fortement similaires à ceux utilisés par l'AngU (vue leur
fortes affinités) cependant nous ne pouvons en être certains pour le moment Aucune
activitée cellulaire ou tissulaire, médiée par rAT2, n'est présentement acceptée par la
communauté scientifique de façon définitive. Le classement des ligands recoimus par le
récepteur AT2 en agonistes ou antagonistes est donc pour le moment très discutable. En
égard à cette réalité il devient donc incitant de nuancer l'interprétation des résultats, telle
que décrite dans le quatrième manuscrit en précisant que les domaines identifiés ne sont
pas nécessairement les domaines de liaison de l'agoniste mais bien des domaines
d'interaction peptidique du récepteur AT2. Néanmoins, cette étude montre des évidences
directes suggérant qu'un ligand peptidique, de taille intermédiaire, peut interagir à la fois
avec les domaines extracellulaires et transmembranaires d'un récepteur à 7DTM. Ces
résultats et d'autres émdes récentes proposent que ce schéma d'interaction est peut être
commun à une gamme de récepteurs de cette famille. Il a été démontré que des résidus
chargés, situés dans les deuxième et troisième boucles extracellulaircs du récepteur ATi,
interagissent spécifiquement avec la partie amino-traminale de l'AnglI au niveau des résidus
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aspartate et arginine (FENG et cU., 1995; Hunyady et al., 1996). D'autre part, il est
proposé que lors de la liaison au récepteur ATi, la partie carboxyl-terminale de l'AnglI se
situe dans la membrane plasmique entre les domaines transmembranaires ni, V, VI et Vil
(YAMANO et al., 1995; HUNYADY et al., 1996). Pareillement, les domaines de liaison
de la substance-? ont été identifiés dans les première et deuxièmes boucles extracellulaires,
le segment amino-terminal et les domaines transmembranaires II et Vn du récepteur NK-1
(HUANG et al., 1994a; HUANG et al., 1994b; LI et al., 1995). Les résultats soulèvent un
autre point intéressant, l'interaction simultaimée d'un ligand de huit acides aminés avec
l'extension amino-terminale et la moitié cytoplasmique d'un domaine transmembranaire
suggère qu'il doit y avoir un rapprochement entre ces deux parties du récepteur. Chez
plusieurs membres de la famille des récepteurs à 7DTM, dont le récepteur ATi et NK-1
(YAMANO et al., 1992; OHYAMA et al., 1995; BOYD et al., 1996), la présence d'un
pont disulfure entre les résidus cystéines de l'extension amino-terminale ec de la troisième
boucle extracellulaire a été démontré. La présence de résidus cystéines à ces positions dans
la récepteur AT2 suggère fortement qu'un tel pont existe entre ces deux régions et qu'il
pourrait ainsi contribuer à rapprocher l'extension amino-terminale de la surface cellulaire.
De part leur nature, les résultats nous portent cependant à spéculer sur l'aspect
fonctionnel d'un tel mode d'interaction. Quelques évidences indirectes suggèrent en effet
qu'une interaction de la partie carboxyl-terminale de l'AnglI avec les domaines
transmembranaires du récepteur AT2 aurait possiblement des conséquences physiologiques
importantes. D'abord, les propriétés agonistes de la molécule sont conférées par sa partie
carboxyl-terminale (REGOLI et al., 1974). D'autre part, il a été démontré que certains
résidus, retrouvés dans les domaines transmembranaires du récepteur ATi sont essentiels à
l'activation (BIHOREAU et al., 1993; MARIE et al., 1994; MONNOT et al., 1995). De
façon générale, il semble que l'activation des récepteurs à 7DTM par leurs domaines
transmembranaires est la règle plutôt que l'exception. Cependant la façon dont les ligands
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communiquent avec ces domaines peut varlCT significativemenL Tel que déjà mentionné, les
bioamines interagissent exclusivement avec les domaines transmembranaires de leurs
récepteiuï. Dans ce cas particulier, le site d'interaction du ligand constitue essentiellement
le site d'activation du récepteur, vu la petite taille de ce dernier (STRADER et cd., 1994). Le
récepteur du glutamate et le récepteur sensible au calcium utilisent, pour détecter ces petites
molécules, un mécanisme qui est totalement différent de celui emprunté par les récepteiurs
des bioamines. Le domaine de liaison de ces récepteurs est situé dans leur long segment
amino-terminal extracellulaire. Il est suggéré que suite à la liaison, ce segment change de
conformation et devient lui-même un ligand en interagissant avec les domaines
transmembranaires du récqrteur (TANABE et al., 1992; BROWN et al., 1993; O'HARA et
al., 1993; œNKLIN & BOURNE, 1994; œUGHLIN, 1994). Chez les récepteurs aux
glycoprotéines comme le récepteur de la LH, les longs segments amino-terminaux
extracellulaires fournissent la majeure paitie de l'énergie de liaison. Cependant il est
suggéré que la région d'activation de ces récepteurs, par leurs ligands, se trouve dans les
domaines transmembranaires (JI & JI, 1991). Par analogie avec ce type d'interaction, il est
possible que l'interaction entre la partie amino-terminale de l'AngU et l'ectodomaine du
récepteur AT2 aurait pour but de stabiliser le complexe hormone-récepteur.
A l'aide de la méthode de marquage par photoafEnité, nous avons identifiés deux
domaines de liaison peptidique du récepteur AT2. Les résultats suggèrent que les peptides
interagissent à la fois avec les domaines extracellulaire et transmembranaires du récepteur
AT2 via leurs parties antino- et carboxyl-terminales respectivement. Ce schéma
d'interaction est possiblement emprunté par plusieurs récepteurs à 7DTM pour reconnaître
leurs ligands.
CONCLUSION
L'objectif principal du présent travail était de caractériser les propriétés
biochimiques et structurales du récepteur AT2.
Nous avons démontré que l'analogue photosensible ^ ^^I-AnglI-Bpa^ est un ligand
très efficace poiff le marquage covalent du récepteur AT2. Des rendements très élevés de
l'ordre de 70% d'incorporation ont été obtenus avec ce peptide.
A l'aide du l^Sj.AnglI-Bpa^ nous avons marqué spécifiquement le récepteur AT2
humain. Nous avons estimé sa taille moléculaire apparente, par SDS-PAGE, à 68 kDa. Par
la même méthode nous avons marqué le récepteur ATi de rat et les récepteurs AT2 de
souris et de rat et avons déterminé des tailles moléculaires apparentes respectives de 58
kDa, 90 kDa et 140 kDa respectivement
La nature glycoprotéique du récepteur AT2 a été démontrée par la sensibilité
marquée des complexes covalents à un traitement à l'endoglycosidase, par l'adsorption de
ces complexes sur une lectine et par l'effet d'un bloqueur métabolique de la N-
glycosylation sur la taille apparente du récepteur AT2. Ces études ont permis de conclure
que le récepteur AT2 est N-glycosylé sur au moins trois sites et que ces chaînes
d'oligosaccharides sont de complexe. Nous avons en plus démontré que la grande
variabilité des tailles apparentes du récqîteur AT2 est causée essentiell^nent par des degrés
différents de N-glycosylation. La taille apparente du récepteur AT2 déglycosylé in vivo ou
in vitro (~32 kDa) est substantiellement inférieure à celle déduite à partir de sa séquence (41
kDa). Ce phénomène, qui est aussi observé pour d'autres récepteurs à 7DTM, est relié au
comportement anormal du récepteur lors des analyses par SDS-PAGE.
61
Par l'utilisation d'un bloqueur métabolique de la N-glycosylation, la tunicamycine,
nous avons démontré que, contrairement à d'autres récepteurs de la même famille, la N-
glycosylation du récepiteur AT2 n'est pas nécessaire à son transport vers la membrane
plasmique. Bien qu'il semble à première vue que cette modification du récepteur ne soit pas
importante pour ses propriétés de liaison, la question reste encore sans réponse définitive.
L'utilisation de la mutagénèse dirigée pour muter systématiquement les sites potentiels de
N-glycosylation nous permetterait d'obtenir d'une façon exclusive, des populations de
récepteur AT2 glycosylées à différents degrés ou totalement déglycosylées. Cette approche
nous permetterait ainsi de faire une analyse propre à chaque population de récepteur. La N-
glycosylation du récepteur AT2 pourrait avoir également d'autres effets. Parmi les
hypothèses intéressantes à vérifier, elle pourrait influencer le transit intracellulaire du
récepteur, sa stabilité in vitro ou in vivo et son activation.
Finalement, a l'aide du l^^j.AnglI-Bpa^ et d'un autre analogue photosensible, le
l^^I-AnglI-Bpal, nous avons identifié deux domaines de liaison au niveau du récepteur
AT2. Les résultats suggèrent que l'AngU interagit avec la partie extracellulaire amino-
terminale et le troisième domaine transmembranaire du récepteur AT2 via ses extrémités
amino-terminale et carboxyl-terminale respectivement Ces résultats appuient l'hypothèse
voulant que les ligands de petites tailles reconnaisent leurs récepteurs en interagissant avec
l'ectodomaine et les parties transmembranaires de ces derniers. Il sera intéressant de vérifier
si les domaines de liaison identifiés contiennent des résidus essentiels aux propriétés
d'activation du récepteur AT2.
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